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RÉSUMÉ
Les travaux présentés dans cette thèse concernent dans un premier temps, la composition
de la communauté microbienne de la sève qui a été étudiée à Laide de la technique ARDRA
et du séquençage partiel de l’ADN codant pour l’ARN ribosomal 16S appliqués sur un
grande nombre de souches bactériennes isolées dc la sève à la sortie des entailles. Les
résultats montrent 1’ évolution de la contamination microbienne en cours de saison ainsi que
la grande diversité de la communauté microbienne de la sève avec 22 genres bactériens
différents répertoriés ainsi que la dominance des bactéries du genre Pseudomonas et
Ratstonict. La plus grande diversité a d’ailleurs été observée à la mi-saison avec une valeur
d’indice de diversité de Shannon de 1,1.
Dans un deuxième temps, notre étude a porté sur la caractérisation du biofiim dans le
système de collecte de la sève à l’aide de la microscopie électronique à balayage (MEB), de
dénombrements microbiens et de la technique PCR-DGGE appliqués à des échantillons de
sève et de surfaces correpondantes. La formation du biofilm a été observée autant à la
surface des collecteurs latéraux que principaux par la MEB. Par les profils de bandes
obtenus sur gel DGGE, une plus grande diversité a été obtenue dans la communauté
microbienne de la sève par rapport à celle du biofiim correspondant. Cette diversité avait
également tendance à diminuer en fonction de l’avancement dc la saison. De plus, 12
bandes majeures ont été révélées par l’analyse DGGE de l’ensemble des échantillons.
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Après séquençage de ces bandes, la prédominance du genre Pseudornonas a été identifiée
en plus de la présence du genre Rahne!ta et d’autres genres non-identifiés.
finalement, la susceptibilité de Pseudomonas margina lis isolé du système de récolte de
la sève envers quatre produits biocides a été évaluée selon deux modes de croissance
(planctonique ou biofilm) et selon différentes conditions de températures et de temps
d’incubation. La production du biofilm a été effectuée à partir de la sève d’érable à l’aide
du système MBECTM. Ce système a permis de produire des biofiims hautement
reproductibles pour toutes les conditions testées. Par ces essais, il a été démontré qu’une
plus grande concentration en produit biocides (—5Ox) était nécessaire afin d’éliminer le
biofiim par rapport à celle nécessaire à l’élimination de cellules planctoniques. Ceci
démontre le niveau de résistance à la désinfection du biofiim de P. marginalis par rapport
au mode de croissance planctonique. L’hypochlorite de sodium et L’acide peracétique ont
montré une plus grande efficacité à éliminer le biofilm comparativement au peroxyde
d’hydrogène et aux ammoniums quaternaires. Selon ces résultats, l’hypochlorite de sodium
et l’acide peracétique seraient à prévilégier pour l’assainissement du sytème de collecte de
la sève.
Les résultats de ces travaux mettent l’emphase sur le contrôle de la contamination
microbienne et de la formation du biofilm et offrent les bases nécessaires au développement
futur de moyens permettant l’optimisation de la qualité des produits acéricoles.
Mots-clés : ARDRA, bactéries, biocides, biofilm, DGGE, érable, MBEC, sève, sirop
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ABSTRACT
This thesis ftrst describes the composition of the microbial cornmunity of maple sap
through the use of the ARDRA technique and partial sequencing of 16$ rRNA genes on a
high number of bacterial isolates obtained from maple sap samples corning out of the
tapholes. Results show the growth ofrnicrobial populations during the season and the great
diversity of the microbial comrnunity with 22 different bacterial genera encountered.
Predominance of the Pseudomonas and Ratstonia genera was obseiwed among these
communities. The highest diversity was obtained at rnid-season with a value of Shannon
diversity index of 1.1.
Our study then characterized the formation of biofiim in the sap collection system by
scanning electron rnicroscopy (SEM), microbial counts and the PCR-DGGE technique
applied to samples of sap and corresponding surfaces. Biofilm formation was observed on
both lateral and main unes of the collection system by SEM. from DGGE banding patems
obtained, a higher bacterial cornrnunity diversity was observed in sap cornpared to
corresponding biofiim. Diversity profile of bacterial cornmunity also showed a decreasing
trend as the season progressed. Furthennore, 12 major bands were observed afier DGGE
analysis. Sequencing of thcse bands revealed the predominance of the Pseudornonas genus
in the sap and biofilrn communities and also the presence of the Rahnetta genus as well as
other unidentified genera.
Finally, the susceptibility of planktonic and biofilm ceils of Psetidornonas marginatis
isolated from the sap collection system to 4 commonly used biocides was evaluated under
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different temperature and growth tirnes conditions. Biofiim production was perfonTled in
maple sap using the MBECTM device. This system was able to provide highly reproducible
biofiims for each set of conditions tested. Resuits dernonstrated that higher (-5Ox)
concentrations of biocides were necessary to elirninate biofiims cornpared to those used to
elirninate planktonic celis showing the high level of resistance of biofiim to biocide
treatrnents. Sodium hypochiorite and peracetic acid were more efficient in eliminating
biofiims compared to hydrogen peroxide and quaternaly-amrnoniurn based sanitizers.
According to the resuits obtained, sodium hypochiorite and peracetic acid would be more
appropriate for maple sap collection system sanitation.
The resuits of this work put the ernphasis on controling the microbial contamination and
the biofiim formation and provide the basis to develop better production pratices that wiII
improve the overali quality of maple products in the future.
Keywords ARDRA, bacteria, biocides, biofiim, DGGE, maple, MBEC, sap, syrup
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INTRODUCTION
La croissance et lactivité des micro-organismes influencent notre vie autant de façon
positive que négative. Depuis longtemps, nous tentons de combattre les micro-organismes
néfastes et utilisons ceux qui présentent des caractéristiques désirables. De nos jours, à
travers le monde, de grandes quantités d’antibiotiques, de désinfectants et d’agents de
conservation sont utilisés afin d’éliminer ou contrôler la croissance microbienne. Cette
approche est relativement efficace afin de contrôler la croissance des micro-organismes en
suspension dans un liquide. Cette façon traditionnelle de cultiver les micro-organismes fait
ressortir la perception que les bactéries vivent en tant qu’organismes unicellulaires.
Cependant, après une observation détaillée de multiples écosystèmes naturels et les
avancées récentes en microbiologie, il est devenu évident que dans la nature, l’activité
microbienne est majoritairement associée aux surfaces. Il apparaît maintenant que la
capacité à former un consortium coopératif et structuré de micro-organismes associés à une
surface (biofilm) est une des caractéristiques les plus remarquables de ceux-ci. Cette
nouvelle façon de voir la contamination microbienne en tant que communauté organisée et
dynamique, implique de reconsidérer les stratégies traditionnellement utilisées pour
contrevenir aux effets néfastes du développement de ces communautés microbiennes.
Avec la mondialisation des marchés et l’évolution de l’industrie alimentaire, la
production des aliments requiert des contrôles de plus en plus stricts et des nonies de
qualité et de salubrité de plus en plus sévères. Il devient alors impératif d’adopter des
procédures bien adaptées afin de réduire les risques associés à la prolifération microbienne.
Le développement des techniques et des connaissances sur la formation du biofilm peut
d’ores et déjà bénéficier à l’industrie alimentaire qui doit approfondir tes connaissances sur
la forniation de bioffims sur la surface des matériaux venant en contact avec les aliments.
L’industrie acéricole n’échappe pas à cette règle puisqu’elle est soumise au même courant
de développement et devra répondre aux mêmes exigences de qualité et de salubrité de la
part des marchés intérieurs et extérieurs.
Hypothèse:
La sève d’érable contient une flore microbienne diversifiée capable de former un biofilm
à l’intérieur du système de récolte qui va contribuer à la résistance des micro-organismes
aux stress de la désinfection chimique.
Objectifs spécifiques:
1. Étudier la composition de la communauté microbienne de la sève d’érable au cours de la
saison de coulée printanière
2. Étudier la formation du biofiim à Fintérieur du système de collecte de la sève d’érable et
identifier les principales espèces microbiennes responsables
3. Évaluer l’importance de la formation du biofilm sur le pouvoir antirnicrobien de produits
chimiques de désinfection potentiellement utilisables en acériculture
RECENSION DE LITTERATURE
PORTRAIT DE L’INDUSTRIE ACERICOLE
La production de sirop d’érable
Le sirop d’érabLe est défini comme étant le produit obtenu par la concentration de la sève
d’érable provenant exclusivement des arbres du genre botanique Acer (Anonyme 1998). 11
est le principal produit issu de l’exploitation acéricole nord-américaine. Sa production
commerciale se limite géographiquement aux régions du nord-est des Etats-Unis et du sud-
est du Canada. La principale raison est que l’érable à sucre (Acer saccharum), l’espèce par
excellence pour la production acéricole, est particulièrement abondant dans ces régions. A
une échelle moindre, d’autres espèces telles que l’érable noir (Acer nigrum) et l’érable
rouge (Acer rubrttm) sont également utilisées pour la production acéricole (Heiligrnann et
Winch 1996). La production de sirop d’érable se limite également dans le temps à la
période comprise entre La mi-février et la fin avril qui marque l’arrivée du printemps. Ceci
découle du fait que le phénomène de la coulée de la sève fait intervenir un cycle de gel et
de dégel associé à l’alternance entre la nuit et le jour. Ces conditions climatiques
particulières s’observent dans les principales régions acéricoles à cette période de l’année
(Heiligrnann et al. 1996).
o
Les pays producteurs
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Le Canada et les Etats-Unis sont les deux seuls pays producteurs de sirop d’érable dans
le monde. En 2004, la production mondiale de sirop d’érable a été estimée à 49 332 tonnes
métriques (Fédération des producteurs acéricole du Québec 2005). Pour cette période, te
Canada a été responsable de 85 ¾ de la production mondiale. Le Canada est donc le plus
important producteur de sirop d’érable avec, en 2004, une production de 41 647 tonnes
métriques pour une valeur se chiffrant à 206,2 millions de dollars CAN. La production
acéricole canadienne a d’ailleurs presque doublée au cours des 10 dernières années (Fig. 1).
Figure 1. — Production acéricote nord-américaine de 1995 à 2004
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Au Canada, on recense actuellement environ 10 000 exploitations acéricoles produisant sur
une base commerciale, ce qui constitue une baisse d’environ 15% par rapport au début des
années $0 (Anonyme 2005). Sur cette même période par contre, le nombre moyen
«entailles par exploitation a plus que doublé. La mise en exploitation de nouvelles entailles
sur les telles publiques et privées, l’augmentation de la productivité des entreprises par la
t-nodernisation des équipements et 1 amélioration des connaissances techniques des
producteurs sont les facteurs responsables d’une expansion considérable de la production.
Les provinces de Québec, de l’Ontario, du Nouveau-Brunswick et de la Nouvelle-Écosse
sont les principales provinces productrices de sirop «érable au Canada.
Le Québec acéricole
Le Québec est de loin la province productrice la plus importante au Canada avec 79 ¾ de
la production mondiale en 2004 (Anonyme 2005). La majeure partie de sa production se
concentre dans le Centre et dans l’Est de la province. La région Chaudière-Appalaches
fournit environ 39 % de la production québécoise, alors que le Bas-Saint-Laurent et l’Estrie
fournissent respectivement 18 et 15 ¾. On estime également qu’environ 51 % des
érablières du Québec comptent 3 000 entailles ou moins, 12 % en comptent 10 000 ou plus
et seulement 1 % auraient plus de 30 000 entailles. Le nombre d’entailles de la province
s’établit à environ 37,6 millions et c’est la région du Bas-Saint-Laurent qui revendique le
plus grand nombre d’entailles par exploitation (Anonyme 2005).
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L’ exportation
Le Canada est le premier pays exportateur de produits d’érable au monde devant les
Etats-Unis, avec des ventes dans plus de 45 pays. En 2004, le volume des exportations
canadiennes a atteint un record de 31 0S4 tonnes métriques de sirop d’érable pour une
valeur totale des exportations dépassant 154 millions de dollars. Au Canada, c’est le
Québec qui a été le plus important exportateur de produits d’érable avec 93 % des ventes
canadiennes totales à l’étranger en 2004. Les 9 principaux pays importateurs de produits
acéricoles en 2004 ont été les Etats-Unis suivi du Japon, de l’Allemagne, du Royaume-Uni,
de la France, de l’Australie, des Pays-Bas, du Danernark et de la Suisse.
Les techniques de production
Le procédé de fabrication de sirop d’érable demeure relativement simple même si les
techniques de récoltes et de transformation se sont modernisées au cours des années. Il
s’agit de pratiquer une entaille dans un érable et d’y recueillir la sève qui s’en échappe et de
la concentrer par évaporation. Le nombre d’entailles qui peuvent être appliquées à un érable
varie selon le diamètre de l’arbre bien que généralement, on pratique entre deux et quatre
entailles par arbre. Un arbre bien entaillé donnera entre deux et cinq L de sève durant une
bonne journée de coulée. Durant une saison de récolte entière d’une durée d’environ 6
semaines, un érable moyen aura produit entre 35 et 50 L de sève, qui une fois transformée
permet d’obtenir entre 1 et 1,5 L de sirop. La méthode de récolte traditionnelle de la sève
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consiste à recueillir la sève qui s’écoule des entailles dans des seaux et de transporter cette
sève à la cabane pour la faire bouillit- et la concentrer jusqu’à l’obtention du sirop d’érable.
Cette façon de faire traditionnelle a petit-à-petit laissé ta place à un mode de fabrication
plus moderne. De nos jours, la très grande majorité du sirop d’érable produit est obtenue
par une méthode de récolte et de transformation modernisée faisant intervenir l’utilisation
d’un système de récolte de la sève par tubulure sous vide, d’un concentrateur par osmose
inversée et d’un évaporateur au mazout muni de contrôles automatiques (f ig. 2).
Le système de récolte sous vide par réseaux de tubulure est devenu au cours des 20
dernières années, le mode de récolte privilégié de la sève d’érable. Il a remplacé pour la très
grande majorité des acériculteurs, le mode de récolte traditionnel à 1aide de seaux. Le
système moderne de récolte sous vicie de la sève d’érable offre des avantages indéniables
sur le plan de la productivité, des rendements en sève récoltée et de la facilité d’opération.
Il deviendrait presque impossible de nos jours, d’opérer une érablière de façon rentable sans
l’utilisation de ce système. L’utilisation de celui-ci a permis l’expansion de la production
acéncole grâce à une exploitation de plus grandes étendues et par le fait même, d’accroître
significativement la production saisonnière. Cette accroissement de la production a par la
suite permis à l’industrie acéricole d’offrir ses produits sur une plus grande échelle et
d’élargir ses marchés de distribution. Ce système a donc largement contribué à l’essor de
l’industrie acéricole au cours des 2 dernières décennies.
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Le système de récolte sous vide est généralement maintenu en place dans l’érablière
pendant toute l’année. Il est composé premièrement dun chalumeau qui est introduit dans
l’entaille au moment de l’entaillage printanier (Fig. 2). Le chalumeau est relié au réseau de
tubulure par un tuyau de faible longueur (diamètre interne de 8 mm et environ 50 cm de
longueur) appelé la chute. La chute fait le lien entre le chalumeau et le collecteur latéral qui
consiste en un tuyau de longueur intermédiaire (diamètre interne de $ mm et environ 40 à
60 n-i de longueur) recueillant la sève provenant de quelques entailles (10 à 12) effectuées
sur des arbres rapprochés les uns des autres (Allard et Belzile 2004). Le collecteur latéral
est lui même branché à un collecteur principal d’une longueur et d’un diamètre plus
important (diamètre interne de 19 à 32 mm et environ I km de longueur). Plusieurs
collecteurs latéraux se déversent donc dans le collecteur principal qui achemine la sève
dans un réservoir de transfert généralement localisé dans une station de pompage à un des
points les plus bas de l’érablière. Ce système est maintenu sous vide durant la période du
jour propice à la coulée (température supérieure à 0°C) et possède une pente (l’entaille
étant le point le plus élevé du système) offrant ainsi un meilleur transit de la sève dans le
système (Conseil des productions végétales du Québec 1994). La sève qui s’accumule dans
le réservoir de transfert est ensuite pompée (ou transportée par camion) vers le bâtiment de
transformation. Elle sera alors concentrée à l’aide d’un système d’osmose inversée jusqu’à
une concentration se situant typiquement entre 6 et 14 °Brix (Allard et Belzile 2004). Le
concentré d’osmose sera alors entreposé dans un réservoir qui servira à alimenter
l’évaporateur de façon continue. C’est dans l’évaporateur que la sève sera amenée par
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évaporation à la concentration minimale désirée pour le sirop (66°Brix) et que la cuisson
sera réalisée afin de développer la saveur et les arômes caractéristiques du sirop d’érable.
Par la suite, le sirop sera filtré afin d’éliminer les impuretés ayant précipité durant
l’évaporation avant d’être emballé en grands contenants (barils) pour la vente en vrac ou en
petits contenants pour la vente au détail.
transformation
Figure 2. Représentation schématisée du système de récolte sous vide de la sève et de
sa transformation en sirop d’érable
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La composition chimique et les propriétés de la sève et du sirop d’érable
La sève qui est produite lors d’une journée de coulée est unique et va produire un sirop
qui aura ses propriétés propres. De légères différences dans la composition chimique de la
sève se traduiront par l’obtention d’un sirop qui aura une saveur et une couleur différentes.
Le Tableau I présente la plage des valeurs des concentrations des principaux composés qui
peuvent se retrouver dans la sève d’érable (Durnont 1994, Morselli et Whalen 1996).
L’interaction entre ces composés lors de l’étape d’évaporation déterminera les propriétés du
sirop d’érable qui sera produit.
Tableau I. — Composition chimique de la sève d’érable (Dumont 1994,
Morselli et Whalen 1996)
Composés Étendue des concentrations possibles
(basées stir la concentration en solides totaux)
Solides totaux 1,00— 5,40 %
Saccharose 98,00 — 99,99 %
Sucre inverti (glucose) 0,00— 0,17 %
Composés phénoliques 0,00 — 4,55 pprn
Amines primaires 0,53 —36,10 ppm
Peptides 0,40— 18,57 ppm
Acides aminés (libres) 0,00— 11,30 ppm
Protéines 0,00 — 50,90 pprn
Acides organiques 2,03 — 45,00 pprn
Le saccharose est le principal sucre de la sève: elle en contient plus de 9$ % de son
poids en extrait sec. Ceci laisse paraître que la sève n’est qu’une solution sucrée.
Cependant, si c’était le cas, cette solution ne pourrait pas soutenir la vie de l’arbre. Ce sont
les composés présents en proportion de moins de 2 % (acides aminés, acides organiques,
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composés phénoliques, hormones, minéraux, etc.) qui font de la sève un fluide
physiologique et qui permet d’initier la croissance à l’intérieur de l’arbre (Morselli et
Whalen 1996). Cette fraction minoritaire de composés va également jouer un rôle important
durant l’étape d’évaporation sur la saveur et les propriétés du sirop d’érable.
La composition et les propriétés de la sève varient en fonction des conditions
climatiques, de l’état d’avancement de la saison et de la contamination microbienne
(Morselli et Whalen 1996). La sève d’érable a un pH qui se situe généralement au voisinage
de la neutralité. Cependant, si des micro-organismes contaminent la sève, elle aura
tendance à s’acidifier pour donner des valeurs de pH aussi basses que 4,0 (Morselli et
Whalen 1996). Une acidification de la sève produira un sirop qui aura des caractéristiques
particulières avec dans la plupart des cas un défaut de goût. De plus, la sève d’érable ne
contient normalement pas de sucres invertis. Cependant, certains micro-organismes qui
contaminent la sève ont la possibilité d’hydrolyser le saccharose (sucre non réducteur) et de
libérer les sous-unités glucose et fructose (sucres invertis et réducteurs) par le biais d’une
enzyme appelée invertase (Fig. 3). De cette manière, des sucres invertis s’accumuleront
dans la sève et pourront réagir dans les étapes subséquentes d’évaporation. Les sèves
inverties sont particulièrement sensibles à la caramélisation, une réaction chimique de
dégradation qui s’opère lorsqu’on chauffe une solution de sucres et qui donne une
coloration intense et un goût âcre à la solution (Naghski et Willits 1957). De plus, la
présence de sucres invertis dans la sève favorisera une autre réaction de brunissement non
enzymatique appelée la réaction de Maillard. Cette réaction fait intervenir la portion
12
réductrice d’un sucre réducteur (inverti) et la portion aminée libre d’un acide aminé. Au
cours de cette réaction, il y aura réarrangement moléculaire et production de pigments
(Danehy 1986). La réaction de Maillard occasionnera alors elle aussi une intensification de
la couleur du sirop. La sève d’érable contiendrait aussi un autre type de rnonosaccharide, le
québrachitol (1-O-rnethyl-L-inositol). Ce polyol cyclique a été identifié par Stinson et aï.
(1967) et serait selon ces auteurs, le principal rnonosaccharide retrouvé dans la sève en
début de saison alors que la contamination microbienne et la concentration en sucres
invertis sont généralement faibles.
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Figure 3. — Inversion du saccharose en glucose et fructose par l’enzyme ïnvertase
(isomères les plus stables présentés)
La sève d’érable peut également contenir des acides aminés. Les acides aminés sont
présents dans la sève à l’état de trace en cours de saison et vont augmenter en concentration
à l’approche de la fin de la saison. Le réchauffement de la température en fin de saison crée
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des changements métaboliques au niveau des cellules de l’arbre et une augmentation des
acides aminés dans la sève (Morselli et Whalen 1996). L’augmentation de la concentration
en acides aminés dans la sève occasionne des mauvais goûts dans le sirop d’érable qui font
partie des défauts majeurs que l’on peut y rencontrer.
Les composés phénoliques font aussi partie de la composition de la sève d’érable.
Kermasha et al. (1995) en ont répertorié une liste dont tes principaux sont l’acide
sinapinique, l’acide p-cournarique, la syringaldéhyde, la coniféraldéhyde, la vanilline,
l’acide vanillique et l’acide hornovanillique. Ces composés sont pour la plupart issus de la
dégradation de la lignine et seraient liés à l’état de santé de l’arbre (Morselli et Whalen
1996). Ces composés sont généralement reconnus pour avoir des propriétés nutritionnelles
intéressantes (pouvoir anti-oxydant) et sont une source potentielle de valorisation des
produits de l’érable qui servira dans le futur à démarquer les produits acéricoles des autres
produits concurrents.
En résumé, le sirop d’érable est un produit naturel et par conséquent, possède une
composition qui varie en fonction de différents paramètres génétiques, environnementaux
et technologiques. La composition de la sève aura cependant un impact majeur sur la
composition et les propriétés du sirop d’érable. De plus, te procédé d’évaporation qui
élimine une grande partie de l’eau, concentre les constituants de la sève jusqu’à plus de 40
fois et influence la qualité du sirop de façon non négligeable. Le Tableau II fait état des
principaux composés qui sont retrouvés dans le sirop d’érable. Selon la réglementation
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provinciale, te sirop d’érable doit avoir une concentration minimale en extraits secs
soub1es de 66°Brix déterminée au réfractomètre à 20°C (Anonyme 199S).
Tableau II. — Composition organique et minérale du sirop d’érable
Saccharose
Glucose
Fructose
Autres sucres
Malique
Citrique
Succinique
Fumarique
Non identifié
Acide féndique
Syringaldéhyde
Vanilline
Coniféraldéhyde
Acide sinapinique
Acide syringique
Acide homovanillique
Acide p-coumarique
Acide vanillique
Coniférylalcool
Cystathionine
Tyrosine
Arginine
Acide aspartique
Niac me
Acide pantothénique
Riboflavine
Acide folique
Pyridoxine
Biotine
Concentrations
5L7 — 75.6
0.0 — 9.6
0.0—4,0
Traces
0,141
0,015
0,012
0,006
Traces
34,1
28,5
23.9
17.8
14.7
14,3
13,2
10.8
3.9
2,1
3,0680 20,2770
0,223 5 — 2,8 840
0,4840 — 1,0530
0,2200 — 0,9495
276
600
60
Traces
Traces
Traces
Traces
1300—3900
400—2800
12—360
2—220
0—6
79—183
Composés
“Sucres (% Ou gIlOOg de sirop)
“Acides organiques (¾ ou g/lOOg de sirop)
cCOflpOSéS phénoliques (ug/mL)
“Acides aminés (nmolelg de sirop ii l°Brix)
‘Vitamines (mg/L)
A
“Minéraux (ppm) Potassium
Calcium
Magnésium
Manganèse
Sodium
Phosphore
Fer 0—36
Zinc 0—90
Cuivre 0—2
Etain 0—33
Plomb 0—0,25
‘StuckeI et Low 1996, et Whalen 1996, Keniiasha et al. 1994, dDumont et Beaupré 1994
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Cette concentration se situe très près du taux de saturation de la solution et permet au sirop
d’érable d’avoir une activité de l’eau (A) tout près de 0.85, ce qui constitue une bamêre à
la détérioration microbienne au cours de l’entreposage (Kissinger 1973, Whalen et Morselli
1984). Le sirop d’érable possède un pH qui peut varier entre 5,9 et 7,9 (Stuckel et Low
1996). Sa couleur pourra prendre différentes intensités dépendant de différents facteurs tels
que la présence de précurseurs (sucres invertis, acides aminés) dans la sève et de l’intensité
des traitements thermiques appliqués.
Sous t’influence du traitement thermique d’évaporation de la sève, les éléments dissous
vont se concentrer et certains éléments minéraux vont précipiter pour former un sel. Ce sel,
appelé « râche » ou «pierre de sucre », est composé principalement de malate de calcium et
formera un dépôt dans l’évaporateur (Allard et Belzile 2004). Une partie du sel insolubilisé
restera en suspension dans le sirop, obligeant ainsi le producteur à procéder à une filtration
du sirop pour le rendre limpide (f ig. 2).
La qualité des produits acéricoles
La croissance de l’industrie acéricole québécoise a traditionnellement été assurée par le
développement de ta capacité de production et de la productivité des entreprises.
Aujourd’hui, ayant atteint un niveau de production qui dépasse la demande, ce
développement repose essentiellement sur la quaLité et la conformité des produits offerts et
aussi sur la valorisation potentielle des propriétés (nutraceutiques, anti-oxydants, etc.) des
produits acéricoles par rapport aux produits concurrents (miel, sucre de table, etc.). Une
16
analyse du secteur acéricole québécois (Anonyme 2002) indique d’ailleurs que la qualité
des produits acéricoles serait le meilleur gage de développement de cette industrie. Les
stratégies de développement devront donc dans le futur être orientées vers ces aspects de la
production et de la transformation afin d’assurer une réelle croissance de l’industrie.
La couleur et ta saveur sont les deux principales caractéristiques qui déterminent la
qualité du sirop d’érable. La loi québécoise définit le sirop d’érable selon 2 catégories
(Anonyme 1998).
Le sirop d’érable est de catégorie 1:
a) s’il est limpide et de couleur uniforme;
b) s’il possède la saveur caractéristique du sirop d’érable;
e) s’il est exempt de goût de caramel ou de sève et de malate de calcium insolubilisé; et
d) s’il a tout au plus une trace de cristallisation.
Le sirop d’érabte est de catégorie 2
a) s’il est Limpide
b) s’il possède la saveur caractéristique du sirop d’érable;
e) s’il a tout au plus une trace de cristallisation; et
d) s’il a tout au plus les défauts suivants un goût de caramel ou une trace de malate de
calcium insolubilisé.
Le sirop d’érable est également classé selon sa couleur. La couleur du sirop d’érable est
mesurée par le % de transmission de lumière déterminée au spectrophotomètre à une
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longueur d’onde de 560nrn. Le Tableau III montre les différentes classes de couleur du
sirop d’érable en fonction du % de transmission de lumière. Ainsi, plus le sirop d’érable est
clair, plus il a une valeur commerciale élevée.
Tableau III. — Classes de couleur du sirop d’érable
% de transmission de
AbrevLatlon
lumiere
AA 75%etplus
De 60,5 à 74,9 %
De44%à60,4
De27%à439%
Moins de 27 %
La saveur du sirop d’érable joue également un rôle dans ta valeur commerciale du sirop.
L’industrie acéricole valorise les sirops d’érable qui ont un goût caractéristique de l’érable
et qui sont dépourvus de défaut de saveur (caramel intense, fetirientation, goût de
bourgeons, résidus de produits chimiques de lavage et d’assainissement, etc.). Les sirops
présentant des défauts de saveur seront écartés ou bien on leur attribuera un prix moindre
lors de l’inspection en fonction des défauts identifiés. Pour l’instant, aucune valorisation du
sirop d’érable n’est faite basée sur l’étendue des goûts et des nuances organoleptiques qui
peuvent être perçus comme appropriés pour les sirops produits à chaque année. Cette
situation pourrait cependant changer, parce qu’il est maintenant possible de caractériser le
goût du sirop d’érable de façon précise et standardisée à l’aide d’un outil appelé La Rotte
des Flaveurs dit Sirop d ‘Ércible (http://www.agr.gc.ca/roueerable). Cet outil qui est un
Classe de couleur
Extra clair
Clair A
Médium B
Ambré C
Foncé D
‘s
guide de référence circulaire, est essentiellement destiné à un panel de dégustateurs et
permet d’évaluer le sirop sur la présence d’une multitudes d’arômes et de saveurs en
utilisant les descripteurs appropriés. Ceci pourrait penriettre dans l’avenir de catégoriser les
sirops selon des familles de saveurs et d’arômes et ainsi mieux rencontrer les exigences de
plus en pius précises des consommateurs de produits de l’érable.
LA MICROFLORE DE LA SÈVE D’ÉRABLE
Contamination microbienne de l’entaille de l’érable
Morselli et Whalen (1991) ont démontré que les tissus d’un arbre en santé et fraîchement
entaillé étaient stériles ou pratiquement stériles, ce qui suggère que la contamination
microbienne de l’entaille doit nécessairement venir de son environnement immédiat.
L’entaille constitue donc le premier point d’entrée des micro-organismes dans la sève. Par
aspiration de la sève qui exsude de l’entaille, les micro-organismes qui s’y développent
durant la saison de coulée pourront être dirigés vers le système de récolte sous vide et le
coloniser. L’entaiLLe pourrait donc être considérée comme un point de contrôle critique du
niveau de contamination microbienne de la sève. Afin d’éviter l’introduction de micro
organismes dans l’entaille, on recommande d’adopter des pratiques sanitaires d’entaillage
en utilisant des chalumeaux et des équipements propres (Gouvernement de l’Ontario 2004).
Un produit assainisseur à base d’alcool éthylique dénaturé (ADQ-2J) est actuellement
homologué afin d’assainir la surface des chalumeaux et des équipements lors de l’entaillage
(Filière acéricole du Québec 2005). Comme le développement microbien à l’entaille
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augmente généralement en fonction de l’avancée de la saison, la diminution ou l’arrêt
prématuré de la coulée semble être associé à la prolifération microbienne à l’entaille
(Naghski et Willits 1955, Sheneman et aÏ. 1958). Ceci a mené a l’utilisation de comprimés
de paraformaldéhyde comme antirnicrobiens afin de contrôler la prolifération microbienne
à l’intérieur de l’entaille (Costilow et aÏ. 1962). Ce produit n’est présentement plus utilisé
en raison de dommages internes causés au tissus de l’arbre (Shigo et Laing 1970, Walters et
Shigo 1978) et à la présence de résidus dans le produit fini (Lagacé et al. 2002, 2003).
Des efforts ont par ailleurs été consacrés dans le passé afin d’identifier les micro
organismes retrouvés dans la sève d’érable. Une étude menée par Edson (1912) démontre
l’évolution de la contamination microbienne de la sève en fonction de l’avancée de la
saison et rapporte la présence dominante des bactéries par rapport aux levures et
moisissures. De plus, certains groupes bactériens y sont mentionnés tels que Bacittus aceris
responsable de la sève filante ainsi que des bactéries donnant une fluorescence verte à la
sève. Plus tard, fabian et Buskirk (1935) ont identifié Aerobacter aerogenes comme
responsable de la formation de sève filante. Les travaux les plus significatifs sur
l’identification des micro-organismes de la sève ont cependant été réalisés par Sheneman et
Costilow (1958) qui ont rapporté la présence d’une multitude d’espèces de bactéries,
levures et moisissures dans la sève issue directement de l’entaille. Selon cette étude, un
total de 469 souches ont été isolées et identifiées à l’aide de clés d’identification
phénotypique. De ces souches, on a remarqué la prédominance d’un groupe de bactéries en
fonTie de bâtonnets Gram-négatifs, psychotrophes, comprenant les genres Pseudornonas,
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ftavobctcteriitm et Achrornobacter et représentant 67 % des souches isolées. Pseudomonas
genicutata a été associé à plus de 50 % des souches de ce groupe et à environ 37 % de
l’ensemble des souches isolées. Le groupe le plus important était composé de bactéries
en forme de coques Gram-positifs du genre Micrococcus représentant environ 17 % des
souches isolées. Les 3èrne et 4’ groupes étaient formés d’espèces hétérogènes dc bactéries
en forme de bâtonnets Gram-positifs formant ou non des spores. Neuf espèces représentant
cinq genres différents de levures ont également été identifiées lors de cette étude. Parmi les
espèces les plus souvent rencontrées figuraient Trichosporon pullutans, Rhodotorula
gÏutinis, Candida sp., Torutopsis aeria et Cnptococcus taurentii. Quant aux moisissures,
l’étude en a identifié neuf genres dont les principaux étaient Peniciltium et Phoma. Une
étude préliminaire menée par Goulet et al. (1985) a obtenu les mêmes profils de
contamination de la sève en plus d’identifier le pouvoir inhibiteur de la sève de première
coulée coïncidant avec la présence de composés phénoliques et la teinte jaune de la sève.
Contamination microbienne du système de collecte de la sève
La sève d’érable, de par sa richesse en différents éléments nutritifs (Tableau I), est
reconnue pour être un bon milieu pour la croissance des micro-organismes (Morselli et
Whalen 1996). Bien que la croissance microbienne sera relativement limitée par une
température frafche en début de saison, elle pourra atteindre plus de 106 UFC par mL de
sève vers la fin de la saison alors que la température extérieure est relativement plus élevée
(Lagacé et aÏ. 2002, Morselli et Whalen 1991). 11 a notamment été observé que la
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température attcinte à l’intérieur de la tubulure du système de récolte sous vide de la sève
peut dans certains cas dépasser de 4 à 30°C la température extérieure (Walters et Yawney
1978, Morselli et Whaten 1979). Dans certains cas, le soleil peut grandement contribuer à
augmenter la température de la sève qui s’écoule dans le réseau de récolte, ce qui favorisera
la croissance microbienne. Pour limiter ce phénomène, certains producteurs utiliseront une
tubulure de couleur pâle (blanc) plutôt que noire ou entoureront leur tubulure noire d’une
gaine de plastique blanc qui isolera la tubulure et limitera le réchauffement par le soleil.
Si la contamination microbienne de l’entaille a relativement été bien documentée dans le
passé, il «en est pas de même pour la contamination microbienne du système de récolte.
L’avènement des systèmes de récolte sous vide de la sève dans l’industrie acéricole est
survenu après l’étude la plus complète sur la microbiologie de la sève de Shenernan et
Costilow (1958). Sipple et aÏ. (1970) ont cependant démontré que peu de différences
avaient été obtenues entre une sève récoltée traditionnellement (seaux) comparée à une sève
récoltée par tubulure du point de vue de la qualité microbiologique. Seuls King et Morselli
(1983 et 1985) rapportent que des microorganismes peuvent adhérer à la surface de ta
tubulure du système de récolte et associent cette adhésion au ralentissement ou à l’arrêt de
la circulation de la sève dans le système. Ils identifient la prédominance de bactéries du
genre Psettdornonas (Pseudomonasfluorescens biotypes A et G) à la surface de la tubulure
ainsi que la présence de bactéries entériques. A cette époque, l’utilisation du système de
récolte par tubulure était relativement restreinte et on ne connaissait pas encore la notion de
biofilms microbiens telle qu’on la définit aujourd’hui.
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Importance de la contamination microbienne sur la qualité
Comme il a été mentionné précédemment, la couleur et le goût sont les principaux
critères qui déterminent la qualité et la valeur commerciale du sirop d’érable. Parmi les
différents facteurs susceptibles d’influencer la qualité du sirop d’érable en cours de saison,
la contamination microbienne de la sève demeure sans doute le facteur le plus important.
Des recherches ont clairement démontré dans le passé que la croissance et le métabolisme
des micro-organismes de la sève ont un impact majeur sur la couleur et le goût du sirop
d’érable (Morselli et al. 1985, Morselli et Whalen 1979, Morselli et Whalen 1991, Naghski
et Willits 1957, Lagacé et ctt. 2002). Les conditions qui favoriseront la croissance des
micro-organismes de la sève telles que la température et le temps d’entreposage, auront
conséquemment un impact négatif sur la qualité du sirop. Tel que décrit précédemment, tes
micro-organismes de la sève vont pouvoir dégrader tes sucres de la sève et favoriser tes
réactions de brunissement non enzymatique (caramélisation et réaction de Maillard) lors de
l’évaporation, ce qui aura pour effet d’intensifier la couleur du sirop d’érable et de lui
conférer des goûts indésirables. C’est pourquoi tout les efforts doivent être entrepris afin de
lii-niter la présence ainsi que la croissance des micro-organismes de la sève afin d’optimiser
la quaLité et la valeur commerciale du sirop d’érable.
LE BIOFILM
Au début du vingtième siècle, on reconnaissait déjà la préférence des populations
bactériennes aquatiques à vivre en communauté en association avec une surface (Henrici
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1933, ZoBell 1935, l943). Ces premières observations ont par la suite ouvert la voie au
développement d’un véritable champ de connaissance portant sur F étude de la formation du
biofiim dans divers applications autant industrielles que médicales. Le paradigme
longtemps évoqué de la croissance des micro-organismes en suspension dans un liquide
(planctonique), laisse maintenant la place au mode de croissance de cellules attachées à une
surface (sessile) dans l’étude de la physiologie et du développement des micro-organismes
en laboratoire. Il est présentement établi, suite à l’observation directe de plusieurs habitats
naturels, que la majorité des micro-organismes vivent attachés à une surface, dans un
micro-environnement sous forme d’un biofiÏm structuré et non pas sous forme libres en
suspension (Costerton et ctt. 1995). La croissance sous forme sessile est de plus en plus
considérée comme le mode de croissance usuel alors que la croissance sous forme
planctonique ne serait jugée que transitoire (Jefferson 2004).
Définition du biofiim
Plusieurs définitions du biofilrn ont été proposées dans la littérature. De ces multiples
définitions, trois éléments de base reviennent régulièrement : micro-organismes, polymère
extracellulaire et surface. Ces trois éléments constituent donc le fondement du concept de
biofilm. Costerton et al. (1999) ont défini le biofilm comme étant une communauté
structurée de cellules bactériennes enfouies dans une matrice polymérique produite par ces
bactéries et adhérées à une surface inerte ou vivante. Eider et al. (1995) ont décrit le biofiim
comme étant un consortium fonctionnel de micro-organismes inclus dans une matrice
24
d’exopolyrnère développée. D’une façon simple et générale, le biofiim peut donc être défini
comme une communauté de micro-organismes attachés à une surface et enveloppés par une
matrice polyrnérique extracellulaire. La formation de biofiim est un phénomène largement
répandu dans la nature. Des biofiims peuvent entre autre se retrouver à la surface de
lentilles cornéennes, sur la coque des bateaux, dans la tuyauterie servant au transport du
lait, sur les roches d’un cours d’eau et sur différents implants médicaux (Carpentier et Cerf
1993, Costerton et al. 1987, Costerton et et. 1995, Costerton et al. 1999, Elder et at. 1995).
Le biofilm peut être formé à partir d’une ou plusieurs espèces microbiennes sur un large
éventail de surfaces biotiques ou abiotiques. Les biofiims formés à partir d’espèces
microbiennes mixtes prédominent dans la plupart des environnements alors que les biofilms
d’espèces simples sont surtout retrouvés dans les cas d’infections ou à la surface d’implants
médicaux (O’Toole et al. 2000b).
Modèle de développement du biofiim
Tout comme la définition du biofilm, plusieurs modèles ont été proposés dans le passé
pour schématiser les étapes de développement du biofilm (Dunne, 2002, Hall-Stoodley et
cii. 2004, Stoodley et ai. 2002, Toutain et al. 2004). A cet égard, les Pseudomonas font
partie des micro-organismes les plus souvent utilisés pour démontrer les étapes de
formation du biofilm. Le modèle présenté à la Figure 4 basé sur celui de Stoodley et cd.
(2002), résume le développement du biofiim en 4 phases, accompagnées de photos en
microscopie électronique à balayage (MEB) de la surface du système de récolte de la sève
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de la sève d’érable. Ce modèle décrit la formation du biofiim sous forme d’un cycle où les
cellules planctoniques s’associent à la surface, s’y attachent fermement et produisent un
biofiim structuré à partir duquel, des cellules vont être libérées et retourner
momentanément en phase planctonique.
Figure 4. — Schéma représentant le processus de développement du
biofdm. Etape 1: attachement initial (réversible); étape 2: adhésion,
formation de micro-colonies et début de production d’EPS
(irréversibles); étape 3: maturation du biofilm et étape 4: dispersion
de cellules libres. Les images (a-d) montrent la croissance du biofilm
par des photos en MER de sections de tubulure du système de collecte
de la sève d’érable prélevées en érablière à différents moments de la
saison de coulée.
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facteurs impliqués dans le développement du biofilm
Adhésion initiale
Plusieurs facteurs peuvent influencer la transition dc l’état planctonique à l’état sessile
des cellules bactériennes (Fig. 4, étape I). À cet égard, la nature et les propriétés de la
surface sur laquelle les cellules vont adhérer joue un rôle important. En général, l’adhésion
bactérienne est favorisée lorsque la rugosité de la surface augmente (Arnold et ctt. 2000,
Jones et aÏ. 1999, Morgan et Wilson 2001, Picioreanu et cd. 2001, Taylor et aÏ. 1998).
L’augmentation du niveau d’attachement associé à la rugosité de la surface a été attribuée à
la protection des cellules contre les forces de cisaillement et à l’augmentation de l’aire de la
surface accessible pour l’adhésion.
L’hydrophobicité des cellules et de la surface sur laquelle les cellules vont faire contact,
a également été associée à l’attachement initial (Busscher et al. 1984). Cette hydrophobicité
relative des surfaces peut être évaluée en laboratoire grâce à la mesure de l’angle de contact
formé par différents solvants (eau, formarnide, a-brornonaphtalène) à la surface du matériau
ou d’un tapis bactérien (van der Mei et aï. 199$). L’importance de l’effet de
l’hydrophobicité sur l’attachement bactérien peut donc varier en fonction de la combinaison
organisme-milieu-surface étudiée. Typiquement, 1’ hydrophobicité des cellules a été
associée à l’augmentation du niveau d’attachement et de façon linéaire pour Pseudornonas
sp. issue du milieu marin (Fletcher et Loeb 1979). Il semble cependant que
l’hydrophobicité optimale des cellules pour l’attachement varie dépendamment des souches
étudiées. Van der Mei et al. (199$) ont cependant démontré après l’analyse de
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l’hydrophobicité de 142 souches provenant de 17 genres microbiens, qu’aucune
généralisation ne peut être faite quant à la nature des espèces et leur hydrophobicité
respective. L’hydrophobicité cellulaire a été associée à la présence de structures à la surface
des cellules telles que les lipopolysaccharides (LPS), pili, flagelles et autres, qui vont varier
en fonction des espèces, de l’état physiologique des cellules et des conditions
environnementales prévalentes. Il devient alors difficile d’associer l’attachement cellulaire
strictement à l’hydrophobicité des cellules et des supports.
Bien qu’elle semble moins importante que l’hydrophobicité, la charge électrostatique
peut également, dans certains cas, jouer un rôle significatif dans l’attachement bactérien à
une surface (van Loosdrecht et aI. 1989, van der Mei et Busscher 2001). Cependant.
sachant que les cellules bactériennes et les surfaces sont souvent entourées d’une couche
ionique de même signe (-), le chevauchement de ces couches résulte en une répulsion
électrostatique. L’amplitude de cette répulsion dépendra de la charge potentielle des
surfaces qui peut être évaluée par la mesure du potentiel zeta (Saito et aI. 1997). Certaines
structures à la surface des cellules (pili, flagelles) peuvent par ailleurs participer à
l’attachement initial en établissant un pont entre la cellule et la surface et en maintenant la
cellule à une distance suffisante et de ce fait, contrevenir à la répulsion électrostatique
(Heckels et aÏ. 1976). De plus, la motilité flagellaire va faciliter le transport des cellules
vers la surface et favorisera le contact intime de la cellule avec cette surface permettant
ainsi son attachement.
2$
Les caractéristiques du milieu environnant vont également avoir un rôle à jouer dans
l’étape initiale d’adhésion. Il a été démontré dans plusieurs études que le pH et la force
ionique du milieu ont une influence sur l’attachement aux surfaces inertes. P. aeruginosa
montre un attachement maximal à pH neutre et à une force ionique faible (Busalmen et de
Sanchez 2001). Certains cations (Ca. Na. La3, Fe3, Mg2) peuvent également favoriser
l’attachement de P. fittorescens aux surfaces abiotiques (Fletcher 198$, O’toole et Kolter
199$b). La formation d’un film de conditionnement à la surface du support par l’adsorption
d’éléments nutritifs du milieu va également intervenir dans les tous premiers instants de la
rencontre entre la cellule et la surface et influencer son adhésion.
Adhésion, formation de micro-colonies et début de production d’EPS
Après un certain temps de contact avec la surface, l’attachement réversible devient
jlTéversible (Fig. 4, étape 2). Plusieurs facteurs sont responsables de cette adhésion
irréversible. Panni ceux-ci, il y a la formation de micro-colonies. Une micro-colonie
consiste en un petit agrégat de cellules associées à une surface (O’Toole et Kolter 199$a,
Sauer et Camper 2001). La formation de micro-colonies est assurée par la présence de
certains types de pili (Tfp) à la surface de la bactérie. Ces pili vont permettre une certaine
forme de mouvement en saccades (twitching rnotitity) des cellules à la surface faisant
intervenir un mécanisme d’extension, d’attachement et de rétraction des pili et qui rendra
possible l’agglomération des cellules et la formation de micro-colonies (Merz et aI. 2000).
L’attachement irréversible est généralement l’étape où les cellules se départissent de leurs
flagelles et adoptent le phénotype de mouvement en saccades (livvitching motitity) (Sauer et
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Camper 200!). Les bactéries du genre Pseudomonas ont particulièrement été associées au
mouvement en saccades Tfp-dépendant et à la formation de micro-colonies. Il a été
démontré que des celLules mutantes de P. cteruginosa et P. putida dépourvues de pili Tfp
sont capables d’association avec la surface sous forme d’une mono-couche mais sont
incapables de former des micro-colonies et de développer un biofilm normal. Pseudomoncis
aeruginosct constitue un exemple éloquent de ce phénomène faisant intervenir les pili de
type 1V (Tfp). Chez P. aeruginosa, la production de pili est régulée par des signaux
nutritionnels par l’intermédiaire des changements au niveau du Crc (Catabolic repression
controÏ) aussi responsable de la régulation des gènes de biosynthèse de l’alginate et de la
dérégulation des gènes de synthèse flagellaire (O’toole et al. 2000a). Le mouvement en
saccades des cellules associé aux pili de type IV et conséquemment la formation de micro
colonies, sont aussi responsables chez P. acruginosa de Larchitecture tri-dimentionnetie du
biofilrn qui, une fois mature, prend la forme d’un champignon. Cette structure sous forme
de champignon est entourée de canaux pouvant laisser passer librement les éléments
nutritifs et l’oxygène donnant ainsi accès à ces éléments aux cellules enfouies
profondément dans le biofilm. La formation de micro-colonies permet donc de focaliser la
croissance des cellules à de multiples endroits de la surface et d’accroître l’adhésion avec
celle-ci jusqu’à recouvrir entièrement la surface.
En plus de la formation des micro-colonies, les cellules à cette étape-ci vont commencer
à produire un polymère extracellulaire (EPS) qui va les ancrer à la surface et conduire à
l’attachement irréversible. La production d’EPS peut être contrôlée par certains gènes
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induits par le contact des cellules avec la surface. Par exemple, les gènes responsables de la
biosynthèse de Falginate chez Pseudomonas aeruginosa peuvent être induits suite à
l’attachement (Boyd et Chakrabarty 1995). On estime d’ailleurs que la régulation positive
des gènes pour la production d’alginate par P. aeruginosa surviendrait après 15 minutes
seulement suivant l’attachement initial dans un système de culture en continu (Davies et
Geesey 1995).
Maturation du biofiim
La maturation du biofilrn représente l’étape la plus déterminante pour la différentiation
des biofilrns. Sauer et aI. (2002) ont estimé entre autre une différence de plus 50 ¾ dans les
protéines produites par P. aeruginosa entre Fétape de maturation du biofilm et les cellules
planctoniques. Panni les caractéristiques qui distinguent l’étape de maturation, il y a la
synthèse d’EPS et la communication inter-cellulaire ou quorum sensing. La production
d’EPS s’avère importante pour le maintien des cellules à la surface (Davies et Geesey
1995) et pour la stabilité de la structure de la communauté microbienne du biofilrn (Branda
et al. 2005). La matrice d’EPS peut être composée de polysaccharides, de protéines et
d’acides nucléiques. L’alginate produite par P. aeruginosa figure probablement parmi les
EPS les mieux caractérisés. La production d’alginate est notamment régulée en réponse à
des signaux environnementaux (privation en azote, osmolarité, etc.). Cette production
d’EPS va s’accentuer durant la phase de maturation du biofiim (Fig. 4, étape 3),
contribuant ainsi à l’épaississement de sa structure, à son architecture et à la protection
accrue des cellules. L’architecture (forme champignon ou aplatie) du biofilrn et les
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propriétés qui y sont associées dépendent du type d’EPS produit en plus du mouvement en
saccade responsable de la formation de micro-colonies. Ces EPS peuvent varier d’une
espêce à l’autre et d’une souche à l’autre pour une même espèce. ce qui contribue à la
différentiation des divers biofilms (Nivens et ctÏ. 2001, Danese et al. 2000). Hentzer et ut.
(2001) attribuent aussi cette différentiation aux conditions nutritionnelles (type de
nutriments et disponibilité) retrouvées à l’intérieur du biofiim.
La communication inter-cellulaire (quorum sensing) est également indispensable pour la
formation du biofllm (Davies et al. 199$, Juhas et al. 2005). La mise en évidence du
système de communication inter-cellulaire à l’intérieur du biofilm illustre bien le niveau de
complexité de ce micro-environnement qui le distingue du mode de croissance
planctonique. Un exemple du système de communication inter-cellulaire (qttorum sensing)
basé sur le modèle de P. aeruginosa est présenté à la Figure 5 (Millet et Bassier 2001). A
l’instar des organismes pluricellulaires, les micro-organismes du biofilm ont la capacité de
percevoir des changements dans leur environnement et de s’y adapter en conséquence
(Shapiro 199$, Webb et aÏ. 2003). L’adaptation à ces changements se fait par
l’intermédiaire de la régulation des gènes par le système de communication inter-cellulaire
qui dépend de la densité cellulaire. Davies et al. (I 99$) ont démontré que P. aeruginosa
PAOI nécessite la présence d’auto-inducteurs (produit du gène las]) pour le développement
d’un biofilrn normal et différencié. La communication intercelulaire est notamment
responsable de la régulation de la synthèse d’EPS (alginate) et d’une multitude d’autres
gènes pour la formation du biofiim (Juhas et al. 2005, Hentzer et al. 2004).
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figure 5. — Le système de communication inter-cellulaire (cluortun sensing) de
Pseudomonas aeruginosa utilisé afin de réguler une grande variété de gènes. Le
système fonctionne par paire auto-inducteur/détecteur. La protéine Lasi produit la
molécule auto-inductrice iV-(3-oxododecanoyl)-homoserine tactone ttrïangles I et la
protéine Rhil synthétise la molécule auto-inductrice N-(butryl)-homoserine tactone
Ipentagonesi. L’activateur transcriptionnel LasR se lie à l’auto-inducteur Lasi
dépendant quand cette molécule signal atteint une concentration critique. Le complexe
LasR—auto-inducteur se fixe aux régions promotrices d’une variété de facteurs de
virulence et stimule leur transcription. De plus, le complexe LasR—auto-inducteur
induit la transcription de rhtR pour initier un circuit de ctttortii,t sensing. RhlR
fixé à l’auto-inducteur Rhil-dépendant active la transcription d’une partie des gènes
de virulence aussi activé par LasR en plus d’autres gènes cibles non régulés par LasR.
L’auto-inducteur Lasi-dépendant interfère avec la fixation entre Rhil et son auto-
inducteur. Sans doute, cette action assure que le circuit LasI/LasR est établi
prioritairement au circuit RhlI/RhYR. La quinolone signal de Pseudomonas (PQS)
assure également la régulation entre les circuits Las et Rhi.
Dispersion des cellules libres
La dispersion est l’étape où les cellules sont libérées du biofiim et retournent en phase
planctonique fermant ainsi le cycle de développement du biofilm (Fig. 4. étape 4). Cette
étape du développement du biofiim a été relativement peu étudiée jusqu’à présent. Selon
Stoodley et cii. (2001), le détachement des cellules du biofilm peut survenir sous différentes
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conditions d’écoulement du fluide environnant. Pour Psettdomonas fluorescens, la
dispersion des cellules du biofilm mature serait aussi liée à la privation en certains
nutrirnents et à la perte de polymère extracellulaire possiblernent sous contrôle enzymatique
(lyase) (Allison et al. 199$). Davey et aÏ. (2003) rapportent également la production de bio
surfactants (rhamnolipides) par P. aeruginosa qui pourraient favoriser la dispersion des
cellules de la matrice du biofiim. Selon l’hypothèse de Stoodley et al. (2002), la dispersion
des cellules du biofiim mature pourrait aussi être sous l’influence du système de
communication inter-cellulaire (quorum sensing) où une augmentation de la concentration
en molécules inductrices serait responsable de la regulation de la production d’enzymes de
dégradation de la matrice d’EPS. La dispersion des cellules du biofilm revêt donc un intérêt
particulier puisque les cellules ainsi libérées auront la possibilité de contaminer d’autres
surfaces ou fluides et causer différents problèmes tant au niveau médical qu’industriel
(aliments, eau potable).
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Tableau IV. — Sommaire des facteurs impliqués dans le développement du biofiim
Étape de développement du biofiim Facteurs
Adhésion initiale (étape 1) Rugosité (surface)
Hydrophobicité (surface et cellules)
Charge électrostatique (surface et cellules)
Propriétés du fluide environnant (pH, force
ionique, vélocité, température)
Motilité flagellaire
Film de conditionnement
Disponibilité des nutriments (privation)
Adhésion irréversible (étape 2) Production d’EPS
Mouvement en saccades (t11itching motititi’)
Formation de micro-colonies
Maturation du biofilm (étape 3) Production d’EPS
Communication inter—cellulaire (quorum
sensing)
Dispersion des cellules libres (étape 4) Condition d’écoulement du fluide environnant
Enzymes de dégradation (lyase)
Disponibilité des nutriments (privation)
B io-surfactants
Communication inter—cellulaire (quorum sensiiïg)
La résistance des biofiims aux agents antimicrobiens
Les bactéries acquièrent un certain nombre d’avantages à vivre sous forme de biofilm par
rapport au mode de vie planctonique. Dans un cours d’eau par exemple, les cellules
microbiennes du biofiim sont protégées des agressions de l’environnement extérieur telles
que les radiations ultraviolets (Pozos et al. 2004), les molécules antirnicrobiennes, la
chaleur (Frank et Kofi 1990) et les bactériophages (Hicks et Rowbury 1987). Les biofilms
constituent donc un réservoir de micro-organismes capables de résister aux fluctuations de
‘environnement. Ces micro-organismes deviennent, une fois libérés, une source potentielle
de contamination des fluides et autres produits tels que les aliments.
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Le glycocatemme
L’observation générale concernant la résistance aux agents antimicrobiens est à l’effet
que les populations microbiennes vivant en biofilrns sont plusieurs centaines de fois moins
susceptibles à une vaste gamme de biocides non apparentés chimiquement (Gilbert et aï.
2002). Cette résistance sopère à plusieurs niveaux. La matrice d’EPS, aussi appelée
glycocalemme, cimente les cellules du biofiim les unes aux autres et engLobe les molécules
et les ions de l’environnement (Sutherland 2001). Dans une communauté d’espèces mixtes
dans laquelle chaque espèce produit un polymère différent, il se produit alors une mosaïque
de micro-colonies entourées de polymères ayant différentes propriétés physico-chimiques.
Selon ctes premières études sur le sujet (Slack et Nichols 1982, Costerton et al. 1987), te
glycocalemme poulTait servir de barrière à la diffusion des biocides à l’intérieur du biofilrn.
Cette explication générale a cependant été réfutée suite à des études sur les coefficients de
diffusion de certains antibiotiques (Gordon et al. 198$, Nichols et al. 1989). À lui seul, le
retard dans la diffusion des agents antimicrobiens ne peut donc pas expliquer la réduction
de la susceptibilité des biofilms. Cependant, selon la nature des polymères composant le
biofilrn, ceux-ci pourront interagir avec les biocides et contribuer à leur inactivation. Ce
serait entre autres le cas pour les produits tels que les halogènes, les aldéhydes et les
peroxydes dont la capacité à réagir avec la matrice polyrnérique est énorme (Gardner et
Stewart 2002). Le glycocalemme peut également servir à piéger Ïes enzymes
extracellulaires produites par les micro-organismes ainsi qu’ à concentrer les métabolites
secondaires produits et les ions provenant du fluide environnant (F lemming et aï. 2000).
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Ces enzymes extracellulaires immobilisées auront alors la capacité de dégrader certains
composés antimicrobiens et ainsi contribuer à protéger les cellules du biofilrn. C’est le cas
entre autres des enzymes aldéhyde lyase et déshydrogénase qui peuvent se retrouver
piégées dans le biofilm et offrir une protection notamment contre le formaldéhyde et le
glutaraldéhyde (Gardner et Stewart 2002).
L’état physiologique des communautés microbiennes du bioffim
En plus du glycocalemme, l’état physiologique des communautés microbiennes du
biofilm peut agir comme modulateur de la résistance aux biocides. L’état physiologique des
cellules du biofilm peut entre autres être influencé par la disponibilité des nutriments et le
taux de croissance (Gilbert et al. 1990). À l’intérieur du biofilm, de nombreux phénotypes
physiologiques peuvent co-exister, reflétant ainsi l’hétérogénéité du glycocalemme et la
formation de gradients chimiques, électrochimiques et nutritifs. La résistance aux biocides
attribuée aux changements dans l’état physiologique des cellules et surtout au taux de
croissance cellulaire ralenti, fait intervenir des changements au niveau de la composition
cellulaire incluant les acides gras, les phospholipides et les protéines de la membrane
(Gilbert et al. 2004). Ces changements ont d’ailleurs été intimement associés à la
disponibilité en nutriments à l’intérieur du biofilm. Cet état de privation des cellules et leur
taux de croissance ralenti confèrent aux cellules du biofiim enfouies profondément à
l’intérieur de la matrice, une susceptibilité aux biocides moindre comparativement à celles
situées en périphérie ayant plus facilement accès aux nutriments et possédant un taux de
croissance plus élevé.
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Facteur de réponse générale aux stress
II a également été suggéré que le taux de croissance raÏenti de certaines cellules du
biofilrn n’était pas uniquement induit pas la disponibilité des nutriments mais aussi par un
facteur de réponse générale aux stress (Brown et Barker 1999). Les mécanismes de réponse
aux stress résultent généralement en des changements physiologiques qui agissent en
protégeant tes cellules contre divers stress environnementaux tels que les chocs thermiques,
les changements de pH, et plusieurs agents chimiques. Le régulateur central de cette
réponse est le facteur sigma, rpoS. connu pour être exprimé en phase de croissance
stationnaire (Mah et Otoole 2001). L’expression de ipoS à l’intérieur du biofiim induirait
ce qu’on appelle un état de domiance des cellules qui conduirait à la réponse générale aux
stress d’une population de cellules en diminuant la perméabilité de la membrane externe et
par la synthèse de nucléotides hautement phosphoiytées conduisant ainsi à la résistance vis-
à-vis un bon nombre d’agents physiques et chimiques (Fux et al. 2005, Gilbert et aL 2004).
Les pompes à efflux
Les cellules bactériennes comportent de façon générale un certain nombre de systèmes
de transport au niveau de la membrane cytoplasmique ayant un rôle vital pour les cellules
comme l’absorption de nutriments essentiels et l’excrétion de composés toxiques ainsi que
pout- le maintien de l’homéostasie cellulaire (Paulsen et aÏ. 1996). Certains de ces systèmes
sont impliqués dans la résistance aux agents antimicrobiens dont l’expression des pompes à
efflux multidrogues (muttidrug e/flux pumps). Chez les bactéries à Gram négatif et positif,
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l’expression de ces pompes est induite par l’exposition à des doses sous létales d’une
grande variété d’agents antirnicrobiens (Gilbert et al. 2004) exerçant ainsi une pression
sélective sur certains de ces systèmes. Comme leur nom l’indique, les pompes à efflux
multidrogues sont capables d’excréter hors de la cellule différents produits antirnicrobiens
de différentes natures et de structures moléculaires différentes. Un exemple de ces systèmes
sont les pompes à efflux multidrogues QacA-G retrouvés notamment chez Staphvtococcus
aureits et qui sont responsables de la tolérance envers différents composés antirnicrobiens
tels que les ammoniums quaternaires et la chlorhexidine (Paulsen et al. 1996). Selon
Hentzer et aL (2004), les pompes à efflux multidrogues pourraient contribuer au phénotype
de résistance des biofilrns aux agents antimicrobiens.
Communication inter-cellulaire et résistance des biofitms
La communication inter-cellulaire (quorum sensing) semble elle aussi être associée à la
récalcitrance aux agents biocides des cellules du biofilm. Un exemple de cette récalcitrance
est celui rapporté par Hassett et aL (1999) qui ont démontré que la communication inter-
cellulaire (quorum sensing) dans tes biofilms de P. aerttginosa était associée au contrôle de
l’expression des gènes codant pour les enzymes catalase et superoxyde dismutase
responsables de la dégradation du peroxyde d’hydrogène et de la résistance au stress
oxydatif induit par le peroxyde d’hydrogène.
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LES DESINFECTANTS ET L’ASSAINISSEMENT DU
SYSTEME DE RECOLTE DE LA SEVE
But de la désinfection
Selon Holah (1995), l’assainissement est principalement réalisée dans le but d’éliminer
tout matériau indésirable (résidus d’aliments, micro-organismes, corps étrangers, résidus de
produits chimiques de lavage) de la surface, de façon économique et à un niveau tel que les
résidus qui persistent, sont d’un risque minimal pour la qualité et l’innocuité du produit.
Ces matériaux appelés souillures sont généralement apportés par les opérations normales de
préparation des aliments telles que les éclaboussures, l’entretien des équipements et la
contamination provenant de l’environnement immédiat. On considère d’ailleurs que
l’assainissement chimique est inefficace sans qu’il y ait eu au préalable, un lavage complet
des surfaces afin d’éliminer les matériaux pouvant interférer avec les produits assainisseurs.
Le lavage des surfaces est donc extrêmement important et fait partie intégrante d’un
programme en 2 étapes de lavage et d’assainissement des équipements.
Les principaux désinfectants et leur mode d’action
L’industrie alimentaire à recours à divers produits d’assainissement dans ces processus
d’entretien sanitaire des équipements en contact avec les aliments. Les principaux se
regroupent sous divers classes soient: les agents oxydants, les agents d’alkylation, les
agents se liant aux ions métalliques, les agents se liant aux acides nucléiques, les agents de
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dénaturation des protéines et les agents réagissant avec les lipides (Lambert 2004, Russell
2001). Ces principaux produits sont listés au Tableau V avec leur mode d’interaction avec
les cellules microbiennes.
Le peroxyde d’hydrogène, l’hypochlorite de sodium, l’acide peracétique et les
isothiazolones sont tous des agents oxydants. Ils doivent leur activité antimicrobienne à leur
effet oxydant sur les protéines, en particulier sur les groupements thiols des résidus de
cystéines. Ces groupements sont particulièrement importants pour la structure et les
fonctions des protéines. D’ailleurs, plusieurs enzymes importantes (déhydrogénases) dans
le fonctionnement des cellules microbiennes contiennent des résidus de cystéines au niveau
de leur sites actifs. L’oxydation des groupements thiols résulte en une inhibition du
métabolisme des cellules.
Des molécules telles que le formaldéhyde et le glutaraldéhyde réagissent avec les résidus
d’acides nucléiques et de protéines par alkylation, une modification chimique irréversible
résultant en une inhibition du métabolisme et de la division cellulaire. Les groupements
chimiques susceptibles de réagir avec les aldéhydes sont les radicaux amines, carboxyls,
thiols, hydroxyls, imines et amides. Ces réactions entre ces groupements et les aldéhydes
peuvent provoquer la réticulation des protéines et l’inactivation du métabolisme des
cellules.
Les ions métalliques divalents jouent un rôle important dans la stabilisation de la
structure des lipides membranaires et des ribosomes en plus d’agir comme co-facteurs pour
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plusieurs enzymes. Par exemple, la liaison du magnésium à un agent chélatant tel que
l’acide éthylènediamine-tétracétique (EDTA), résulte notamment en des dommages à la
membrane cellulaire externe des bactéries à Gram négatif et en une augmentation de la
sensibilité aux autres agents antimicrobiens possiblement grâce à une augmentation de la
perméabilité des cellules. L’addition de l’EDTA à la formulation d’agents antirnicrobiens
non seulement va aider à la stabilité et la solubilité des agents en solution mais peut aussi
aider à l’activité antirnicrobienne de certains produits.
Bien que peu utilisés en industrie alimentaire, les produits tels que les colorants acridines
(proflavine, quinacrine) ont une affinité spécifique pour les acides nucléiques. Ils inactivent
les cellules microbiennes en se fixant à l’ADN par insertion (intercalation) entre les paires
de bases de la double hélice, bloquant ainsi ta réplication et lexpression des gènes et la
synthèse protéique.
Les phénols et les alcools sont des agents qui dénaturent la structure des protéines en se
fixant aux résidus d’acides aminés et en déplaçant les molécules d’eau. Ces changements au
niveau de la structure des protéines sont dépendants de la concentration utilisée. A plus
faible concentration, il peut en résulter une inhibition des enzymes. Lorsque la
concentration est plus élevée par contre, il en résulte des dommages à la membrane
cellulaire causant des fuites du contenu cellulaire ou plus sévèrement, une dénaturation
totale provoquant la coagulation des protéines du cytoplasme.
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Les détergents cationiques (ammoniums quaternaires) et les bisbiguanides sont des
agents agissant sur les lipides. Ils exercent leur activité antirnicrobienne par l’interaction
avec les lipides anioniques de la membrane cytoplasrnique et de la membrane externe des
bactéries à Gram négatif. A faible concentration, ces agents provoquent des dommages à la
membrane et la fuite des constituants du cytoplasme en brisant les interactions entre les
lipides et le protéines membranaires. A concentration élevée, ils provoquent la dénaturation
des protéines et la coagulation du cytoplasme.
Tableau V. — Interactions entre les désinfectants et les cellules microbiennes
Désinfectant Cible Type d’interaction Effet sur la cellule
Peroxyde d’hydrogène, Groupements thiols des Oxydation des Inhibition d’enzymes clés,
acide peracétique, protéines groupements thiols modification des protéines
hypochiorite, iodure, de structure
mercures organiques
Aldéhydes, oxyde Groupements aminés Alkylation des Inhibition des fonctions des
d’éthylène des protéines, acides groupements aminés enzymes et des acides
nucléiques des protéines et des nucléiques
acides nucléiques
Hypochlorite, chlorure, Acides aminés Halogénation des acides Inhibition d’enzymes clés,
iodure aromatiques des aminés aromatiques des modification des protéines
protéines protéines de structure
EDIA Ions métalliques Chélation des ions Dommages à la paroi
divalents (calcium, métalliques cellulaire et à la membrane,
magnésium) de la paroi inhibition des métallo-
cellulaire et de la enzymes
membrane
Acridines ADN Insertion entre les Inhibition de la réplication
paires de bases de l’ADN
Phénols, alcools Protéines Dénaturation et Inhibition des enzymes,
cytoplasmiques et précipitation des dommages à la membrane,
membranaires protéines coagulation cytoplasmique
Ammoniums Lipides des membranes Liaison aux Dommages à la membrane,
quaternaires, cellulaires groupements phosphate fuite de constituants de la
chlorhexidine et aux chaînes d’acides cellule, coagulation
gras des phospholipides cytoplasmique à
concentration élevée
‘fi
L’assainissement des systèmes de récolte de la sève d’érable
Afin d’assurer une valeur commerciale optimale des produits acéricoles, un entretien
adéquat du système de récolte de la sève d’érable est incontournable. Diverses méthodes
d’assainissement des systèmes de récolte sous vide de la sève ont été élaborées dans le
passé en tenant compte de la configuration des systèmes et de la présence potentielle de
résidus de produits assainisseurs dans le sirop d’érable (Allard et Belzile 2004). La
présence de résidus dans le sirop est un sujet préoccupant pour la production acéricole
puisque le procédé de fabrication pennet la concentration de ces résidus (jusqu’à plus de
40x) qui peuvent atteindre des teneurs pouvant potentiellement apporter des défauts
sensoriels et contrevenir au principe de pureté du produit acéricole. C’est pourquoi des
rinçages abondants avec de l’eau ou du filtrat d’osmose inversée sont conseillés suivant les
traitements d’assainissement. Pour les traitements appliqués en cours de saison, ceux-ci
seront limités aux tubes collecteurs principaux et se feront généralement par aspiration de la
solution assainissante à partir de la tête du système (Allard et Belzile 2004). 11 est
également suggéré de faire, en cours de saison, des rinçages périodiques du système avec
de l’eau ou du filtrat d’osmose inversée et d’appliquer un traitement à l’aide d’une solution
assainissante seulement lorsque les rinçages ne sont plus suffisants et que la qualité du
sirop produit se détériore. Pour les traitements appliqués à la fin de la saison de récolte,
ceux-ci s’appliquent à tout le système, soient les tubes latéraux et les tubes principaux. Les
traitements peuvent être effectués par aspiration ou par refoulement de la solution
44
assainissante dans le système. La technique par aspiration utilisée en fin de saison
ressemble à celle utilisée en cours de saison à la différence que la solution assainissante est
aspirée par les chalumeaux. Pour ce faire, le système est maintenu sous vide et la solution
est transportée dans un petit réservoir à travers l’érablière. Les chalumeaux sont alors
décrochés tour à tour et la solution est aspirée par le chalumeau. De cette façon, la solution
assainissante vient en contact avec toutes les parties du réseau de collecte.
L’asssainissement des collecteurs principaux se fait de la même façon que pour le
traitement en cours de saison. La technique par refoulement quant à elle, consiste à pomper
sous pression la solution assainissante à partir de la queue du système (station de pompage).
Une fois le système mis sous pression avec la solution, on parcours l’érablière afin de
décrocher les chalumeaux un à un et faire sortir la solution sous pression à travers chacun
des chalumeaux. Afin d’augmenter la turbulence et la progression de la solution dans le
système, une quantité d’air peut être incorporée sous pression avec la solution assainissante
à l’aide d’un dispositif spécialement conçu pour cette application. L’assainissement en fin
de saison est lui aussi suivi d’une étape de rinçage abondant avec de l’eau ou du filtrat
d’osmose inversée. La solution assainissante la plus fréquemment utilisée consiste à
préparer une solution d’environ 600 ppm d’hypochlorite de sodium (Allard et Belzile
2004).
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METHODOLOGIE
Techniques moléculaires utilisées pour l’identification des micro
organismes et l’étude des communautés microbiennes
Une panoplie de techniques génétiques ont été développées au cours des dernières années
afin d’étudier la composition et la dynamique des communautés microbiennes de divers
écosystèmes. Étant donné que ces techniques sont souvent désignées par des acronymes, il
devient parfois difficile de les reconnaître et de les distinguer. Le Tableau VI dresse une
liste de plusieurs de ces techniques en donnant leur désignation usuelle et leur abtéviation.
Dans plusieurs cas, ces techniques sont basées sur les propriétés du gène codant pour
l’ARN ribosornaÏ 16S (ADNr 16S) (Atkorta et ctÏ. 2003). Ce gène a été intensivement
étudié pour une très grande variété de bactéries et permet d’identifier au niveau de l’espèce
les organismes composant un écosystème. Une quantité impressionnante rIe séquences de
l’ADNr 16S d’une très grande variété d’espèces bactériennes sont d’ailleurs recensées dans
les diverses banques de données d’instituts nationaux (ex. : GenBank) permettant ainsi
d’effectuer des comparaisons avec ces séquences. Ce gène est souvent qualifié de marqueur
de l’évolution puisqu’il contient dans sa séquence des régions hautement conservées pour
toutes les espèces bactériennes. La particularité de ce gène est qu’il contient aussi dans sa
séquence des régions signatures qui sont propres à chacune des espèces, ce qui permet leur
différentiation.
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Tableau VI. — Liste de techniques génétiques utilisées dans l’étude des communautés
microbiennes
Désignation usuelle
_____________
Amptitied (DNA) fragment length po lymorphism
Arbitraiy prirned polymerase chain reaction
Arnplified ribosomal DNA restriction analysis
Polymerase chain reaction of BOX elements
Denaftiring gel gradient electrophoresis
Polymerase chain reaction of enterobacterial repetitive
intergenic consensus sequences
Fluorescence in situ hybridization
tntergenic spacer analysis (= IlS analysis)
Polyrnerase chain reaction of long interspersed elements
Internai transcribed spacer analysis ( RISA)
Multilocus enzyme electrophoresis
Pulsed field gel electrophoresis
Restriction fragment length polyrnorphisrn of polymerase PCR-RFLP
chain reaction-generated amplicons
Polymerase chain reaction of randorn-amplified RAPD-PCR
polymorphic DNA
Pulsed field gel electrophoresis (of DNA digested by) rare RC-PFGE
cutting endonucleases
Polymerase chain reaction of (DNA sequences between) REP-PCR
repetitive extragenic palindromic elements
Potymerase chain reaction of (DNA sequences between) Rep-PCR
repetitive (REP. ERIC or BOX) elernents
Ribosomal intergenic spacer analysis RISA
Temperature gradient gel electrophoresis IGGE
Tetuinal restriction fragments length polyrnorphism T-RFLP
La technique ARDRÀ
Références
Vandaturne et aL 1996
Vaneechoutte 1996
Vaneectioutte 1996
Vaneechoutte 1996
Rademaker et al. 1998
Muyzer 1999
Rademaker et al. 1998
Amann et al. 1995
G6rtler et Stanisich 1996
Smida et ctl. 1996
GLirtler et Stanisich 1996
Selander et al. 1986
Vandamme et aï. 1996.
Vaneechoutte 1996.
Vandamine et al. 1996
Vaneechoutte 1996
Vaneechoutte 1996
Vaneechoutte 1996
Radernaker et al. 1998
Rademaker et al. 1998
Gflrtler et Stanisich 1996
Muyzer 1999
Marsh 1999
Le séquençage de l’ADNr 16S pour l’identification d’une grande quantité d’isolats
bactériens peut parfois être long et coûteux. Dans ce cas, il devient intéressant d’utiliser une
méthode moléculaire complémentaire moins exigeante qui permet de faire des
regroupements d’isolats de même espèce et de limiter le séquençage à quelques isolats
représentatifs d’un même groupe pour identification ou tout simplement, de comparer les
Abréviation
AFLP
AP-PCR
ARDP
BOX-PCR
DGGE
ERIC-PCR
FISH
LGS
tnter-LINE-PCR
ITS
MLEE
PFGE
profils obtenus à des profils d’organismes témoins. L’analyse des profils de restriction de
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l’ADN ribosornal amplifié ou Ainplifled Ribosomal DNA Restriction Ana/vsis (ARDRA)
permet de faire ce type de regroupement basé sur le profil de restriction de l’ADNr 16S des
isolats bactériens. Cette méthode décrite à la Figure 6, consiste à isoler les bactéries d’un
échantillon sur milieu synthétique en laboratoire, d’extraire lADN chromosomique.
d’amplifier l’ADNr 16S par la réaction en chaîne dc la polymérase (PCR) à l’aide
d’amorces universcltes spécifiques à des régions bien conservées du gènes pour toutes tes
espèces bactériennes et à procéder à la digestion des amplicons à l’aide d’une combinaison
d’enzymes de restriction. Les différents fragments de restriction sont ensuite observés sur
gel d’électrophorèse pour chaque isolat analysé. Comme l’ADNr t6S contient dans sa
séquence des régions signatures qui sont similaires pour une même espèce mais divergentes
pour des espèces différentes, il en sera de même pour les profils de restriction. Ainsi, les
profils de restriction similaires sur gel d’électrophorèse peuvent être regroupés et le groupe
identifié par comparaison avec des profils d’organismes témoins ou par séquençage
seulement pour un ou quelques isolats représentatifs du groupe. Cette technique a été
utilisée avec succès notamment pour la caractérisation et l’identification des bifidobactéries
(Roy et Sirois 2001, Ventura et aÏ. 2001) et des lactobacilles (Andrighetto et aÏ. 1998,
Drake et al. 1996, Giraffa et al. 1998, Roy et al. 2001, Ventura et al. 2000).
Techniques moléculaires culture-indépendantes
Aujourd’hui, il est généralement admis que la culture des micro-organismes sur milieux
synthétiques en laboratoire ne révèle qu’une mince portion de la population réelle des
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écosystèmes naturels. L’émergence depuis quelques années de techniques moléculaires qui
évitent le recours à la culture sur milieu synthétique, a ouvert de nouvelles perspectives aux
problèmes reliés à I’ étude de la composition et des dynamiques de populations des
écosystèmes microbiens riches et complexes. Ces techniques dites «culture-indépendantes»,
permettent d’obtenir un aperçu plus juste de la composition microbienne d’un écosystème
puisqu’il est difficile voire impossible, pour plusieurs espèces microbiennes, de les cultiver
en laboratoire. Ces organismes viables mais non cultivables (VNC) représenteraient une
grande majorité des micro-organismes composant les écosystèmes naturels. Suite à des
études en écologie moléculaire, on estime d’ailLeurs entre I et 5 % seulement les espèces
microbiennes qui ont été isolées (Hunter-Cevera 1998). Olsen et al. (1986) ont été parmi les
premiers à proposer une approche moléculaire sans avoir recours à la culture en laboratoire
pour l’étude des populations microbiennes naturelles. Parmi les techniques moléculaires
«culture-indépendantes» les plus couramment utilisées dans l’étude de la composition et de
la diversité des écosystèmes microbiens, ont retrouve la technique du polymorphisme de
fragments de restriction terminaux ou Terminal-restriction fragment tength po/vmorphisin
(T-RfLP), la technique d’électrophorèse en gradient de dénaturant ou Denattiring gradient
gel electrophoresis (DGGE) et la technique de l’hybridation in situ en fluorescence ou
fit torescence in situ hybridization (FIS H).
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La technique T-RfLP
La technique T-RFLP est une technique couplant l’amplification PCR avec un système
de séquençage automatique qui permet la détection par laser des fragments d’ADN marqués
en fluorescence (Marsh 1999). Cette technique est basée sur la digestion par des
endonucléases de restriction de produits d’amplification PCR contenant un marqueur
fluorescent à leur extrémité 5’. L’ADN extrait de l’échantillon est amplifié par PCR en
utilisant des amorces homologues aux régions conservées du gène cible, habituellement le
gène codant pour I’ARNr 16S. Une des amorces contient un marqueur fluorescent à son
extrémité 5’. Les amplicons générés sont alors digérés par une enzyme de restriction. Les
fragments d’ADN provenant de la digestion sont ensuite migrés dans un gel
d’électrophorèse de polyaciylarnide ou dans un appareil automatique «électrophorèse
capillaire muni d’un détecteur de fluorescence permettant la détection seulement des
fragments tenninaux marqués. Un programme d’analyse des patrons de fragments de
restriction terminaux peut finalement être utilisé afin de comparer de façon numérique les
patrons de différents échantillons (Kilts 2001),
La technique DGGE
La technique DGGE quant à elle, est une technique aussi basée sur l’amplification PCR,
généralement de l’ADNr 16S, appliquée à un échantillon contenant une population mixte
d’espèces bactériennes (Muyzer et aÏ. 1993, Muyzer et Smalla 1998). Initialement, l’ADN
total provenant de l’ensemble des espèces retrouvées dans l’échantillon est extraite (Fig. 6).
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L’amplification PCR est ensuite réalisée à Laide d’amorces spécifiques aux régions
conservées de l’ADNr 16S permettant de générer des amplicons le plus souvent inférieurs à
800 paires de bases. Une pince GC (GC-ctamp) riche en guanine et cytosine est attachée à
l’extrémité 5’ d’une des amorces afin d’améliorer la migration des amplicons dans le gel
d’électrophorèse et d’éviter la dissociation complète des brins d’ADN sous l’influence de
l’agent dénaturant. Les amplicons produits sont ensuite migrés dans un gel d’électrophorêse
à base de polyacrylamide contenant un gradient de dénaturant (urée — formarnide) linéaire
(TGGE t lorsque la température est l’agent dénaturant). Les amplicons provenant d’espèces
différentes possèdent également des différences au niveau de leur séquence nucléotidique.
Ces différences auront un impact sur le profil de fusion de ces amplicons. Selon leur profil
de fusion respectif, les différents amplicons seront plus ou moins influencés par le gradient
de dénaturant et migreront à des positions distinctes dans le gel d’électrophorèse. Ainsi, les
amplicons provenant d’une même espèce migreront à la même position alors que ceux
d’espèces différentes migreront à des positions plus ou moins éloignées. Chacune des
bandes du gel dénaturant correspond donc en principe à une espèce contenue dans
l’échantillon étudié. Des profils DGGE peuvent donc être générés pour différents
écosystèmes et ensuite être comparés entre eux. Il est également possible d’extraire les
bandes du gel dénaturant et procéder au séquençage de lamplicon pour connaître son
affiliation taxonomique après alignement avec des séquences références (Muyzer 1999).
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La technique FISH
Contrairement aux techniques T-RFLP et DGGE. la technique FIS!-! n’est pas basée sur
l’amplification PCR. Cette technique a été grandement utilisée en microbiologie
environnementale afin d’étudier les écosystèmes microbiens complexes (Amann et al.
1995, 1996). Elles consiste essentielLement à 1) la préparation de L’échantillon et à ta
fixation des cellules, généralement à l’aide de paraformaldehyde; 2) l’immobilisation des
cellules sur une lame de microscope, généralement recouverte de téflon; 3) des traitements
afin d’accroître la perméabilité des cellules (facultatif) ; 4) l’hybridation in situ à l’aide de
sondes oligonucléotiques marquées en fluorescence (Giraffa et Neviani 2001). Après
l’hybridation, les lames sont observées au microscope en épi-fluorescence. Cette technique
utilisant des sondes moléculaires a l’avantage contrairement aux techniques classiques de
culture, d’être rapide, spécifique et applicable à des cultures mixtes, en plus de permettre la
détermination de bactéries VNC. La technique FISH a récemment été appliquée avec
succès pour la caractérisation d’un biofiim composée d’espèces mixtes de bactéries à Gram
positif et négatif en utilisant une approche multiplex permettant La détection jusqu’à six
espèces différentes simultanément (Thurheer et al. 2004).
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ARDRA DGGE
Amplified Ribosomal DNA Oenaturing Gradient
Restriction Analysis Gel Electrophoresis
Organismes isolés sur
Milieux synthétiques
Communauté microbienne
j C— Extraction de l’ADN —e j
ADN Total d’un organisme isolé ACN total do la communauté
I c PCR(pince GC ajoutée aux
ADNr 16S complet amorces pour le DGGE) ADNr 1 6S partiel
Restriction enzymatique
de l’ADN
Electrophorese—4
fragments de restriction de tAec gradient
l’ADNr 16S de denaturant)
c__ Électrophorése
(Sans gradient de dénaturant)
Li
Profil de restriction obtenu pour chaque Profil de composition de la communauté
organisme cultivé qui peut étre utilisé microbienne qui peut être comparé à
pour la différentafion avec d’autres d’autres profils de communautés, Les
organismes Les bandes correspondent bandes représentent tes unités taxonomiques
aux fragmenta de restriction, de la communauté.
Figure 6. — Illustration des techniques ARDRA et DGGE utilisées
pour caractériser les micro-organismes et les communautés
microbiennes
Techniques utilisées en laboratoire pour la visualisation du bïofilm
La microscopie électronique à balayage (MEB) a été largement utilisée pour
l’observation du biofiim (An et friedman 1997). Elle permet l’observation du biofiim à une
haute résolution contrairement aux techniques de microscopie optique et pen’net donc de
visualiser les composantes du biofiim avec un fort grossissement. Cependant, comme cette
technique opère sous vide élevé et requiert généralement une coloration aux métaux lourds,
les spécimens doivent être déshydratés. Comme la matrice du biofilm est largement
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composée d’eau, de polysaccharides et d’autres composés, elle est sujet à produire des
artéfacts suite à la déshydratation. Cette caractéristique fait en sorte qu’il est difficile
d’obtenir en MEB une représentation exacte de la structure du biofiim tel qu’il existe dans
la nature à cause de la technique de préparation de Féchantillon (McLean et aÏ. 2004).
La microscopie confocale au laser ou scanning confccil laser microscope (SCLM) a
révolutionné la compréhension de Farrangement cellulaire à l’intérieur du biofiim. Bien
qu’elle n’offre pas une aussi bonne résolution que la MEB, la SCLM permet l’observation
du biofilrn vivant complètement hydraté en procédant à de multiples balayages à différents
plans focaux à travers l’échantillon (Adair et aÏ. 2000). La reconstruction assistée par
ordinateur des images produites permet par la suite de faire une représentation
tridimensionnelle du biofilrn. Lorsque cette technique est couplée à la technique FISK, elle
permet d’obtenir de l’information sur la composition microbienne du biofiim ainsi que sur
sa structure tridimensionnelle, tout en utilisant une méthode de préparation qui offre un
minimum de perturbation de l’échantillon (Manz et aÏ. 1995). Il est également possible
avec la technique FISH — SCLM de visualiser Fexpression in sittt de gènes notamment par
l’utilisation d’un gène rapporteur tel que celui codant pour la protéine fluorescente verte ou
green fluorescent protein (GFP). Le clonage du gène gb en amont d’un promoteur
responsable de l’expression d’un gène fonctionnel spécifique peut alors permettre de
détecter in situ l’expression de ce gène à l’intérieur du biofiim (Stretton et al. 199$).
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Méthodes utilisées pour la production in vitro du biofiim et l’évaluation
du pouvoir antimicrobien
Les microbiologistes ont traditionnellement évalué l’efficacité des agents antirnicrobiens
en déterrriinant la concentration minimale inhibitrice ou minima! inhibitoiy concentration
(MIC) et la concentration minimale bactéricide ou minimal bactericidat concentration
(MBC) (fux et al. 2005). La MIC et la MBC déterminent l’activité antimicrobienne des
biocides sur des bactéries en suspension dans un liquide (cellules planctoniques). Or, les
cellules sessiles du biofilrn sont reconnues pour être plus tolérantes aux agents
antirnicrobiens que les cellules planctoniques (Costerton et al. 1999). Pour les produits
biocides destinés à être utilisés dans des systèmes où il y a possibilité de formation d’un
biofiim, l’évaluation de l’efficacité potentielle de ces produits devrait être réalisée en
laboratoire sur des cellules adhérées sous forme de biofilm. Pour ce faire, une quantité
appréciable de systèmes inspirés de différents environnements ont été utilisés pour la
production de biofilms in vitro. Quelques uns des systèmes les plus utilisés sont listés au
Tableau VII. Le problème avec la plupart de ces systèmes vient du fait qu’il est
particulièrement difficile voire impossible de reproduire économiquement et dans un délai
raisonnable, une multitude de biofilms équivalents pour l’évaluation de la susceptibilité vis
à-vis une large gamme de produits biocides. Or, parmi ces systèmes, on retrouve le système
MBECTM. Ce système illustré à la figure 7, a été mis au point par l’équipe du Dr Ceri de
l’Université de Calgary (Canada).
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Tableau VII. — Liste des principaux systèmes utilisés en laboratoire pour la production de
bio films
Systèmes Exemple d’ application rapportée Références
Réacteur à réservoir avec agitation Production de biofiims sur supports Bume et ai. 1997
continue Continousiy Stii’red Tank submergés en condition de culture chemostat
Reactor (CSTR) pour l’étude de l’expression de gènes de
bactéries de la cavité buccale
Appareil de Robbins modifié Production en conditions continues de Domininque et al.
Modified Rabbins Dei’ice (MRD) biofilms de P. aeruginosa pour étudier la 1994, Giwercman
résistance aux antibiotiques et cil. 1991
Réacteur à disque rotatif Rotating Etude simulant l’environnement d’un bol de Pitts et aI. 2001
Disk Reactor (RDR) toilette pour la production de biotiim et
1’ évaluation d’ agents biocides
Réacteur à anneaux rotatifs / Rotating Système permettant de simuler les conditions Lawrence et al.
Annulai’ Reacto,’ (PAR) d’un système de distribution de l’eau pour 2000
évaluer la formation du biofilm,
l’encrassement des surfaces et la bio-corrosion
Cellule d’adhésion dynamique flou’ Etude de la dynamique d’attachement des Dalton et al. 1996
Ccli Systems bactéries à divers surfaces
Système MBECTM MBECrt svstem Etude de l’efficacité d’antibiotiques sur des Ceri et al. 1999
(Calgan’ biofilin de1’ice) biofilms d’Esche,’ichia cou, Pseudomonas
uem’ltginosa et Staphilocoecus auretts
Le système MBECTM fait partie d’une catégorie de système permettant la production de
biofilrns équivalents et reproductibles pour l’évaluation simple et simultanée de plusieurs
agents biocides à différentes concentrations, Le système consiste en une micro-plaque de
96 puits équipée d’un couvercle sur lequel on retrouve 96 tiges venant s’insérer dans
chacun des puits et sur lesquels les biofiims seront formés suivant l’incubation avec
agitation d’une solution bactérienne déposée à l’intérieur des puits. Le système MBECTM
permet ainsi d’obtenir une valeur qui est une alternative à la MIC et la MBC, c’est à dire
une valeur de concentration d’un biocide permettant l’élimination du biofilm. Cette valeur,
est appelée la concentration minimale d’éradication du biofiim ou minimal biofltm
ei’adication concentration (MBEC) (Ceri et al. 2001). Cc système a été utilisé avec succès
notamment dans la caractérisation de la formation du biofilrn et de la susceptibilité aux
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biocides de Mycobacterium phiei (Bardouniotis et cd. 2001) ainsi que pour une gamme de
bactéries pathogènes d’animaux (Oison et aL 2002).
Figure 7. — Schéma du système MBECI’M utilisé pour évaluer
simultanément le pouvoir antimicrobien de plusieurs produits à
de multiples concentrations sur des biofilms
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PRÉFACE AU CHAPITRE I
Ce chapitre décrit la composition de la communauté bactérienne de la sève d’érable
obtenue grâce à la technique AnîpÏi/ied RibosomaÏ DNA Restriction Ana/vsis (ARDRA) et
au séquençage du gène codant pour l’ARN ribosornal 16S, appliqués sur des isolats
bactériens obtenus à ta sortie de l’entaille à différentes périodes des saisons de coulée 2001
et 2002. Ce travail a été nécessaire afin de mettre à jour les connaissances sur le
développement et L’identification de la flore microbienne de la sève à l’aide d’outils
moléculaires, permettant ainsi de fixer les bases afin «approfondir par la suite l’étude des
communautés microbiennes de la sève et du biofiim.
Le manuscrit présenté à ce chapitre a été écrit entièrement par moi-même. J’ai également
procédé à l’élaboration du design expérimental, à la supervision de Féchantillonnage et à la
standardisation des techniques. J’ai réalisé une bonne partie des travaux de laboratoire et
effectué l’analyse complète des résultats. La contribution de Mrne M. Pitre se situe au
niveau technique par son assistance à l’application de la technique ARDRA et au
séquençage. Dr M. Jacques et Dr D. Roy ont tout les deux supervisé les travaux et édité le
manuscrit qui a été publié dans AppÏied ami EnvironmentaÏ Microbiology.
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ABSTRACT
The bacterial cornmunity of maple sap was characterized from samples obtained at the
taphole of maple trees for the 2001 and 2002 seasons. Among the 190 bacterial isolates. 32
groups were formed according to the similarity of the banding pattems obtained by
amplified ribosornal DNA restriction analysis (ARDRA). A subset of representative
isolatcs for each ARDRÀ group was identified by 16S rRNA gene fragment sequencing.
Resuits showed a wide variety of organisms with 22 different genera encountered.
Pseudomonas and Rcdstonia of the gamma and beta Proteobctcteria respectively, were the
most frequently encountered genera. Gram-positive bacteria were also observed and
Staphvtococctts, Ptantibacter and Baciltits were the rnost highly represented genera.
Sampling pcriod corresponding to 50% ofthe cumulative sap flow percentage presented the
highest bacterial diversity according to its Shannon diversity index value (1. 1). Gamma
Pro teobacteria were found to be dominant almost from the beginning of the season to the
end. These resuits are providing interesting insights on maple sap microflora that will be
useful for further investigation related to microbial contamination and quaÏity of maple
products and also for guiding new strategies on taphole contamination control.
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INTRODUCTION
Maple sap is collected from maple trees (Acer saccharttin Marsh.) during the spring
season for the production of maple syrup and other maple products. The sap is a solution
containing between Ï to 5.4% solids cornposed of different organic cornpounds such as
sucrose, glucose, fructose, organic acids, nitrogenous and phenolic compounds as well as
different minerals (19). This solution is known to be a good nutrient medium for
rnicroorganisrns, and their growth in the sap will eventually affect the quality of maple
syrup and other end products (15, 1$, 21). These rnicroorganisms can enter the sap notably
by unsanitary tapping, as the taphole constitutes their first point of entiy into maple sap.
They will after grow in the sap as it progresses in the tubing collection system and storage
tanks. Since a number of years, taphole microbial contamination has been a subject of
interest for scientists and people involved in maple symp production. Solutions to control
this contamination have been proposed without any real success. Nevertheless, bacteria
have already been found predominant in the sap compared to yeasts and rnoulds (15), and
efforts have also been made in the past for their identification. The rnost significant work
was reported by Sheneman and Costilow (25) who found several species of bacteria in the
tapholes of maple trees consisting rnainly of Gram-negative rod shape aerobic bacteria
identified as Pseudornonas, Achrornobacter, and flavobacterium. Among them,
Psettdomonas genictttata was the most frequently encountered species.
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Since these pioneer works on maple sap rnicrobiology, maple syrup production
operations have significantly changed (10). Tapping procedures now uses srnaller spouts
made of plastic materials instead of larger metallic spouts. Maple sap collection procedures
also differ from historical ones by using plastic tubing and vacuurn instead of metal
buckets. Added to the evolution of the sugarbush operations are the microbiological
identification rnethods that have also considerably evolved over the years. Molecular tools
for the identification of microorganisrns are now of common use and the 16$ rRNA gene
analysis is intensively used in phylogeny studies. Arnong the 16$ rRNA gene analysis
rnethods, the arnplified ribosornal DNA restriction analysis (ARDRA) has been
successftilly used for bacterial community analysis in a great variety of environrnents
including food (2, 7, 22, 23).
AlI these changes are contributing to the need of updated infonnation on microbial
ecology of maple sap. Therefore, the aim of this work was to analyze the culturable
bacterial comrnunity of maple sap coming out of the taphole by molecular techniques.
Bettcr knowÏedge of sap bacterial composition will undoubtedly contribute to improve
control strategies to prcvent taphole contamination.
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MATERIALS AND METHODS
Maple sap sampling
Microbial contamination of maple sap was assessed by performing bacterial counts on
samples aseptically collected from the tapholes. Maple sap samples were collected during
the 2001 and 2002 spring seasons at the Centre ACER experirnental sugarbush located tiear
the city of Victoriaville (Québec, Canada) in one of the wor1ds biggest maple syrup
production region. The samples were obtained from randomly selected tapholes at 5
different periods evetily distributed over the season in terrns of sap volume percentage (0,
25, 50, 75 and 100%), deterrnined by historical monitoring of seasonal sap yield. Tapping
procedures were applied according to the cunent recommendations and no chemical
products were used during tapping to prevent microbial contamination. For each sampling
period, tO samples were collected foi- a total of 50 samples per season. In order to cotlect
sap sample from the taphole, the spout was delicately rernoved and a sterile device made of
a spout and a test tube was inserted into the taphole to aseptically obtain 20 ml of sap by
applying vacuurn to the device. Sap samples were kept frozen at -20°C prior to analysis.
Bacterial counts and culture isoLation
Bacterial counts were perforrned on each maple sap sample. Total aerobic counts were
obtained by diluting the samples in 0.1% peptone water (Difco laboratorics, Detroit, MI,
U.S.A.) and spread plating in duplicate on plate count agar (PCA) (Difco laboratories,
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Detroit, MI, U.S.A.) suppÏernented with 0.5% of sucrose. Incubation was perforrned at
30°C for 48 hours followed by 7°C for 10 days to increase the differences in colony
appearance. Bacterial isolates were obtained from PCA plates presenting between 30 and
150 colonies (between I to 8 colonies per sample). The isolates were picked to represent
the widest variation of colony appearance (form, colour and texture) and then purified by 3
successive cultivations on tryptic soy agar (TSA) (Difco) at 30°C for 24 to 48 hours. Stock
cultures were prepared in Brain heart infusion (BHI) (Difco) supplernented with glycerol
and kept frozen at —80°C prior to use.
Total DNA extraction
The DNA ofbacterial isolates was prepared according to the procedures of Vincent et al.
(27) with the exception that for Gram-negative bacteria, no mutanolysin was used. The
concentration of purified DNA was rneasured using Hoechst 33258 dye and a fluororneter
(Hoefer DyNA Quant 200, Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA).
PCR amplification
Arnplified 16S rRNA gene was obtained from each isolate and reference strain by PCR
with the following universal prirners: F27 (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) (2),
and R1492 (5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3) (28) which are targeted to
universally conserved regions and permit the amplification of an approxirnately 1500 bp
fragment. PCR amplification was carried out in a Genearnp PCR System 9600 ( Perkin
Elmer Corporation, Norwalk, CO, USA). Reaction tubes contained 25 ng (5p.l) of DNA
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extract, lU of Taq DNA polyrnerase (PhanTiacia Biotech), IX buffer (10 mM Tris-HCI
(pH9.0), 1.5 mM MgCl2 , 500 mM KC1), 10 mM dNTP, 20 prnol/jil ofeach primer. Initial
DNA denaturation and enzyme activation steps were perforrned at 95°C for 4 mm,
followed by 35 cycles of denaturation at 94°C for 30 s, annealing at 56°C for I min and
extension at 72°C for I mm, and a final extension at 72°C for 10 min. The presence and
yield of spccific PCR product (16S rRNA gene) was monitored by 1% agarose (w/v)
(BioShop Canada) gel electrophoresis at 200V for 1 h in lx Tris-acetate-EDTA (TAE)
buffer and made visible by ethidium bromide staining and UV transillumination.
Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis (ARDRA) procedure
Three restriction enzymes were selected on the basis of sirnulated digests of the complete
I 6S rRNA gene sequences of chosen reference strains retrieved from GenBank. These
strains are Iisted along with the accession numbers in Table Ï. The selection of the
reference strains was based on a preliminaiy study perforrned in our laboratory on bacterial
population of maple sap from which different isolates were identified (data not shown)
using the API 20E and 2ONE strips (Biomerieux, Marcy-l’Etoile, france). The enzyrnatic
reactions were simulated via the NEB cutter software version 1.0 of the New England
BioLabs websitc, using ail commercialiy available enzymes. For digest experimcnts, cost
effective combinations of three enzymes were chosen, revealing cleariy different (and thus
by agarose gel electrophoresis clearly resolvable) restriction site polymorphisms in the
reference strains sequences. Unpurified PCR products were each digested with the three
selected restriction enzymes in separated reactions. The chosen enzymes were RsaI, HadJi
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and AhtL The digestions were perforrned for 2 h at 37°C in 20 d reaction volumes
containing 10 tI ofthe PCR product solution, 2 jil ofthe cornrnercially supplied incubation
buffer, 7.5t1 water and 0.5 (l0U/i1) ofthe restriction enzyme. Reaction products (10 pi)
were run on a 2% agarose 1000 gel (GibcoBRL, Life Technologies Inc., Burlington, ON,
Canada) in IX Tris-borate-EDTA (TBE) buffer for 4 h at 250V under refrigeration. Gels
were stained with ethidium brornide, made visible by UV transillumination, and digitalized
with gel print 2000i system (Bio/Can Scientific Inc., ON, Canada). The images were
analyzed with the GelCompar software (Molecular Analyst Software Fingerprinting Plus,
Bio-Rad Laboratones. Hercules, CA, USA). The background was subtracted by the rolling
disk method, and the norrnalized patterns obtained with each enzyme were cornbined to
obtain a single pattem for each isolate or reference strain. The patterns were used to
construct a dendrogram by using the UPGMA (Unweighted pair group rnethod using
arithrnetic averages) clustering algorithrn using the Pearson conelation coefficient along
with the fine optirnization option. Bacterial isolates showing the sarne banding pattem were
assembled to form a group. After distribution of the isolates according to their group and
the sampting period (Table 2), the bacterial diversity was calculated for each sampting
period by the Shannon diversity index (17). for the diversity index calculation (Fig. 4), the
following equation was used t H = 1/N - (logNi — logN) Ni, in which N represents the
total number of isolates in a sampling period and Ni is the number of isolates for a single
group.
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Ctonïng, plasmid extraction and digestion
Arnplified PCR products of representatives of each ARDRA group were randornly
selected and Iigated into the pCR2. 1-TOPO cloning vector (Invitrogen, Burlington, ON,
Canada). Ligated DNA was transforrned into competent E. cou TOP 10 ceils (Invitrogen) by
electroporation (Gene pulser Bio-Rad 25tf, 2.5 kV). To deterrnine positive clones, plasmid
inserts were extracted by the rnethod of Kolmes and Quigley (11) except that isopropanol
precipitation of DNA was replaced by two successive precipitations with ammonium
acetate 7.5M and ethanol 100%. The extracts were digested with the restriction
endonuclease EcoRi. 2 tI of the extracts were digested with I U of the restriction
endonuclease in a total volume of 20tl. The digestions were carried out as recornrnended
by the manufacturer, with the appropriate restriction buffer at 37°C for 2 h. DNA fragments
were resolved in 1% (w/v) agarose gels (BioShop Canada) with IX Tris-acetate-EDTA
buffer (TAE). DNA was visualised by transillurnination with UV light afier staining the
gels with ethidium bromide. Plasrnid DNA of positive clones were then purified with the
QlAprep Spin Miniprep kit (Quiagen, Mississauga, ON, Canada) according to the
recommendations of the manufacturer.
16S rRNA gene partial sequencing and sequence analysis
PCR products obtained from 48 cloned bacterial isolates were sequenced using an
Applied Biosystems 310 sequencer (ABI 310 DNA Sequencer, Big Dye Terrninator Cycle
Sequencing Ready Kit, Perkin Elmer). Sequences of the PCR products (each 1500 pb)
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obtained with the F27 and R1492 primers were partially sequenced using primers M13F
(Invitrogen), 342R (16) and 800R (1). The partial sequences used to determine sirnilarities
were analyzed from the F27 primer to the conserved region colTesponding to the following
sequence: 5’-GTGCCAGCMGCCGCGGTAATAC-3’, thus giving an approxirnately 525
bp fragment. The 16S rRNA gene sequences which have been deterrnined in the present
study were deposited in the NCBI database, and are available undcr the accession numbers
shown in Table 2. The FASTA database of the European Bioinforrnatics Institute (EMBL),
accessible on the internet (http://www.cbi.ac.uk/fasta/) was used to find nearly identical
sequences for the 16S rRNA gene sequences deterrnined. The ClustalW program, from the
European Bioinfbrmatics Institute (EMBL), accessible on the net
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) was used to atign the sequences. Sequence dissirnilarities
were converted to evolutionary distances according to Jukes and Cantor (13). The
construction of neighbour-joining tree (Fig. 4) (24) and bootstrap analysis of 500
resamplings (6) were perforrned using the Mega 2 software (version 2.1, Molecular
Evolutionary Genetics Analysis).
68
RESULTS
Taphole bacterial contamination
The 10g number of CFU per millilitre of sap directly obtained from maple tree tapholes
was rneasured at 5 sampling periods over the 2001 and 2002 seasons to assess the change in
the contarninating bacterial population (fig. 1). Results show that hacterial contamination
ofthe taphole was quite low at the beginning ofthe season, but that it progressively reached
a higher concentration of bacteria from the middle of the season to the end. The 2001
samples contamination tended to be lower but not significantly different than the 2002
samples. The mean daily air temperatures during the 2001 and 2002 seasons were 6.2°C
and 5.1°C respectively and the average sap volume per taphole obtained for 2001 and 2002
were relatively similar at 88 and 83 L/taphole respectively. The extent of the 2001 season
was 42 days with 34 days ofsap flow while the extent of the 2002 season was 56 days with
35 days ofsap flow.
69
9.0
X.0
_:
+
0% 25% 50°/o 75% 00%
Evolution of the season (sap flow cumulative 0/)
2001 2002
Figure 1. — Change in the contaminating bacterial population of
the sap obtained from maple tree taphoLes during the 2001 and
2002 seasons. Average resuits (n=10) are presented with
standard deviations (bars) for cadi sap flow cumulative
percentage.
ARDRA analysis on reference strains
The ARDRA rnethod was first applied on reference strains obtained from ATCC (Table
1), to verify if the method was able to provide enough discrimination between the banding
patterns of different genera and species of bacteria. The resuits of ARDRA analysis on
reference strains (f ig. 2) show that the rnethod vas able to differentiate between reference
strains at the genus level with a sirnilarity lower than 50% between strains of different
genus.
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Table 1. — List of reference strains and accession numbers used for the
ARDRA rnethod developrnent.
Name ATCC number Accession number
Psettdomonasflttorescens 14150 —
Enterobacter aerogenes 13048 AJ25 146$
Psetidomonas pittida 12633 D$4020
Psettdomonctsfhtorescens 13525 D840 13
Pseudomoncts chlororctphis 9446 AF094723
Brevttndinzonas vesicttlaris 11426 ABO2 1414
Burkholderia thcuÏandensis 7003$ $ U9 1 $3 $
Stenotrophomonas ,naltophllia 19374 ABO2 1404
Alcaligenes Ïatus 29712 D$8007
F1a’imonas orvihabitctns 43272 D84004
Kocuria roseci I $6 X$7756
Rhizobium rhizogenes 11325 D 1278$
Burkholderia cepacicl 25416 M225 18
Pseudomonas aerttginosa 10145 X066$4
Sphingomonas pcttteimobi!is 29837 D 16144
Chn;seobacteritt,n indologenes 29897 M5 8773
Chrvseobacterium meningosepticum 13253 M5$ 776
Aeromonas hvclrophiÏa 7966 X60404
Alcciligenesfaecalis 8750 M22508
The rnethod was also able to differentiate between species of the sarne genus like
Pseudornonas where similarity was 70% or less. Species of the genus Burkholderia and
Chrvseobacterittm seemed to be harder to differentiate with similarities ranging between
70% and 80%.
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Figure 2. — Agarose gel—generated ARURA dendrogram illustrating the relationship
(similarity %) between different reference bacterial strains obtained from ATCC that
were used for the ARURA method development. ARDRA banding patterns were
obtained by independent digestion of the amplified 16S rRNA gene with RsaI, HaeIII
and Attil endonucleases. The dendrogram vas constructed with the Molecular
Analysis Software Fingerprinting Plus and grouped with the unweighted pair group
algorithm with arithmetic average (UPGMA).
ARDRA analysis and 16S rRNA gene partial sequencing on maple sap bacteriat
isotates
As described for the reference strains, 190 maple sap isolates obtained from each ofthe
sampling period of the 2001 and 2002 seasons were subjected to ARDRA analysis by
digesting the arnplified 16S rRNA gene with RsaI, HaeIII and Atttl. Sirnilar banding
patterns obtained afier combination of the three independent digestions were grouped (f ig.
3) to finally obtain a total of 32 groups. Representatives of each group were selected for
cloning and partial I 65 rRNA gene sequencing so as to retrieve sequence sirnilarity and
bacterial identity from sequence databases (Table 2). As shown in figure 3, each group
presented a specific banding pattem and groups further known to be of different genus
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(Table 2) were clearly differentiated with a sirnilarity lower than 70%. However, exceptions
were found for groups 24, 25 and 3 1 where the sirnilarity was between 70% and 80% and
for groups 21 and 22 where sirnilarity was higher than 90%. These later groups were further
known to be of different genus after 16S rRNA gene partial sequencing (Table 2) and
nevertheless, gave relatively sirnilar banding pattems.
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Figure 3. — Dendrogram of maple sap bacterial isolates representing
each ARDRA groups. ARDRA banding patterns were obtained
after independent restriction digestion of the amplified 16S rRNA
gene with three different enzymes (RsaI, HaetII, Ahi!). The
dendrogram was constructed with the Molecular Analysis Software
Fingerprinting Plus and grouped with the unweighted pair group
algorithm with arithmetic average (UPGMA).
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Some groups formed according to ARDRA analysis were more easily distinguishable
and have been differentiated at the species lcvel. For instance, groups arnong the
Pseudomonas genus (groups 13 — 19) had a sirnilarity lower than 65% and were clearly
differentiated. Afier partial sequencing of the 1 6S rRNA gene corresponding to a 525 bp
fragment coding for the hypervariable Vi, V2 and V6 regions (8) of ARDRA groups
representatives, closest identity of isolates were retrieved from sequence databases. Identity
results showed a strong sirnilarity with libraiy sequences close to 100% for each isolate
(Table 2). Sorne isolates like those of group 9, were strongly related to libraiy sequences
with 100% similarity. Relatedness between maple sap isolates sequences is demonstrated in
Figure 4 where isolates were clustered according to the organism class. Isolates were
therefore clustered in 6 different classes Actinobacteria, Bacitïi, beta and gamma
Proteobacteria, Flavobacteria and Sphingobacteria. Actinobacteria and gamma
Proteobacteria encountered the rnost number of different ARDRA groups with 12 and 9
respectively.
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MSB2OI5
MSB2O 18
MSB2097
MS B2082
MS B2046
MSB2138
MSB3007
MSB2139
MSB2I 10
MSB3OI2
MSB2127
MSB2I3I
MSB2O4O
MSB2O3$
MS B3029
MSB2098
MSB2I 14
MSB3037
MS B3004
MSB2033
MSB3008
MSB3003
I 75%—200I
2 75%—2001
3 50% — 2002
4 50%—2002
5 50%—2001
6 0%—2002
7 0%—2001
7 0%—2001
7 50%—2001
8 50%—200!
$ 50%—200!
$ 25%—2001
9 50% — 2001
9 50%—2001
9 0%—2001
10 0%—2001
10 25%—2001
Il 25%—200!
12 100%—2001
13 50%—2001
13 75%—2001
13 75%—2001
13 25%—2001
14 50%—2001
14 75%—2001
15 50%—2001
15 0%—2001
[5 0%—2001
16 75%-2001
17 75°—2001
1$ 50°,%—2001
19 100%—2001
20 0%—2002
21 100%—2001
2! 75%—2001
22 50%—2002
23 75%—2001
23 75%—2001
24 50%—2001
25 50%—2001
25 50%—2002
26 75%—2001
27 75%—2001
2$ 50%—2002
29 0%—2002
30 25%—2001
3! 0%—2002
32 0%—2002
AY275474
AY275473
AY275498
AY275497
AY275475
AY275496
AY27549 I
AY275489
AY275490
AY275495
AY275493
AY275494
AY275501
AY275502
AY275500
AY275504
AY275505
AY275503
AY275492
AY275482
AY275480
AY27548 I
AY275479
AY275484
AY275485
AY275476
AY275477
AY275478
AY275483
AY2 75488
AY275486
AY275487
AY275499
AY275509
AY27550$
AY275519
AY27551 I
AY275510
AY2755 14
AY275512
AY275513
AY2755 15
AY275516
AY275520
AY275506
AY275507
AY275518
AY275517
97 $
97.4
94.8
97.!
97.!
98.3
97.9
98.8
98.5
99. $
99.6
99.8
00.0
bOt)
[00.0
99.8
99.6
98.9
96.8
99.8
99.6
99.8
99.8
99$
100.0
I 00.t)
998
99.8
99.0
98.7
99.8
97.7
99.8
I 0t).0
99.8
97.4
99.8
99.8
96.2
99.6
99.8
I 0t).t)
100.0
96.8
99.8
99.2
99.6
99.8
Table 2. List ofbactcrial isolates obtained in this study representing each ARDRA group
and their closest affiliation according to the VI, V2 and V6 hypervariable regions (8)
partial sequencing (525 bp) of 16S rRNA gene.
ARDRA j Accession Closest EMBL library strains and SimilarityIsolate Source
.group no. accession no. ( /o)
Pedoharte, C,’VflrO,lI/CÇ AJ43$ [70
Pectohacter cn’ocO,îitis AJ438 [70
Peclobacter sp. AF38553 I
Chn’seobacte,iiun sp. AY043370
Fia vobactetiu,n intioitheticnn, M 58774
Paenibaciih,s borealis AJO 11322
Raistonia cutropha AF027407
Raistonia sp. AF500587
Raistonia tai ,aneusis AF300324
Bacilius cercus AYI3$278
Baciihis cereu.ç AYI3$271
Bacillu., ceteus AY138273
StaphC’iococct!s warneri Z26903
Staphi’iococcus ,a,ueti Z26903
Staphelococcus ,arner, Z26903
StCtphCk)cocc,,s epicten,uctis AF26992 7
Slciphviococctis cap,ae AB00993 5
Staphi’lococcus sp. X%664t)
Brenneria ttii0 AJ223468
Pseudoinonas groniujs Y I I t 50
Psezulomonas sp. AY 13 1214
Pseuttoinonas gluminis Y I I I 50
Pseudomonas sp. ABt) 13843
Pseucloînonas sp. AF 177916
Pseucto,nonctsfi,lgiciu AJ4928 3 (J
P.reudomonas seringue ABOO 1446
Pseudoinonas sC’ringcle ABOO 1450
Psetictonionas sl’ringae ABOO 1445
Pseuciomonas sp. AY 131221
Psc’udo,nonas .vs. AE5 11509
Psetictomonas sp. AF408 942
Pseudomonas .Cp. AF408 867
Uncultured gamma proteobacteria AF424755
Plantibucterfiuvus AJ3 10417
Plantihacterjlu,us AJ3 10417
lg,eiu sp. AF5 13393
Frigorihactetiuni sp. AF 157479
F,igo,ibucteriu,n sp. AFI5 7479
.1rthmbacter thombi Y! 5885
Miciococcus lutetis AFO 57289
Micmcoccus luteus AF057289
Mic,obacterii,ni sp. AJ39 1205
Sanguibacter sua,ezii X79451
Ceiiulo,nonasfla,igena AF140036
CurtobacteriumJlaccunijitciens AJ3 12209
Breiibacteriu,n casei X76564
Rothia cientocariosa AF543276
Rhodococcu.r ervthropolis AY 147846
Source, sap flow cumulative percentage and season
75
73 MS62139 1
100 AJ3fO4l7 I
MSB211O I
MSB3O12
f__l
MSB3004 I
MSB2098 I
Acl,nobacterta
18261 MS83037
MSB2114
MS92033
61
__________
MS82040 I
MSB2038
100 3
100 ‘MSB3029
MS93008 I
95 MS83003 ]
MS83005 1
57 MSB2029
100 MSB2047 I
100 IMSB2054 I
MSB2024 I
100 I
100 MSB2032
1SB2016
MS82005
J
Bacul,
86 MSB2042
100 Z26903
MSB2065
88
MS82060 1
100
MSB2004
MSB2OIO
bots Proteobactana
AF500587]
MSB21AG
MSB3007 Ï
MSB2097
H9253MSB2082
I
MSB2083
91 çMSB2138
I
00 MS62071
100 30t
MS82019
gamma Proteobactena
MSB2111 I
6o L MSB2074 I
MSB2037
MSB2046
87
MS62015
MSB2O18 ]72
A YQ43370
MSB2O6O Flavobacteria
____________________
MS83020
MSB3023 1
00
MSB2100
MSB2122
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AJ438170]
0.15 0.10 0.05 0.00
Figure 4. — Phylogenetic tree of 4$ maple sap bacterïal isolates
based on 16S rRNA gene partial sequences. Bootstrap consensus
trec (50% cut-off value) vas constructed by using the unweighted
pair group algorithm with arithmetic average (UPGMA).
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Distribution and diversity of maple sap isolates
Results in Table 2 dernonstrated a wide variety of organisrns with 22 different genera
encountered. Gram-negative isolates were more frequently encountered with 140 isolates
cornpared to 50 for Gram-positive. Distribution of maple sap isolates according to groups
and the evolution ofthe sap flow season (Table 3) revealed that groups 7, 13, 14 and 15 had
the most nurnerous arnount of isolates and that these groups belonged to Gram-negative
organisrns corresponding to Raïstonia and Pseudomonas genera. for Gram-positive, groups
9, 2 1, 10 and $ were the most highly represented with less than 7 % total frequency. These
later groups corresponded to Staphytococcus, Plantibacter and Bacitiits genera. Sampling
periods colTesponding to 50 and 75 sap flow cumulative % had the highest number of
isolates with 59 and 49 respectively.
n 77
Table 3. — Maple taphole bacterial isolates distribution according to ARDRA groups,
restriction pattems and the evolution of the season as determined by the cumulative sap
Grou
ARDRA banding patterns Number of isolates for cadi sampling Group
according to restriction enzymes period (cumulative sap flow total
. used percentage) frequency
RsaI HaeII! Alu! 0% 25% 50% 75% 100% (%)
1 A A A 2 1.1
2 B A A 1 0.5
3 C B B 1 0.5
4 C D D 1 0.5
5 D C C Ï 0.5
6 E E E 1 0.5
7 F F F 10 3 $ 15 1 19.5
8 F G G 1 I 3 2.6
9 G H H 1 1 4 3 3 6.3
10 G H I 1 2 1 1 1 3.2
11 G H J 1 0.5
12 H I K 4 2.1
13 I J L 1 4 6 10 11.1
14 I J M 4 17 9 7 19.5
15 I J N 4 2 6 4 9 13.2
16 1 J O Ï 0.5
17 1 K L 1 0.5
18 1 L M 3 1 2 3.2
19 1 M M 1 0.5
20 I N P 1 0.5
21 J O Q 2 1 4 3.7
22 J P Q 1 0.5
23 J Q R 2 1.1
24 J S V 2 1.1
25 J T W 2 1.1
26 J U U 1 0.5
27 K O S 1 1 1 1.6
28 K O T 1 0.5
29 K R U 2 1 1.6
30 K V X 1 0.5
31 L T W 1 0.5
32 M W Y 1 0.5
Total — — — 23 16 59 49 43 100.0
n
According to Figure 5, ail 6 classes ofbacteria were only encountered at rnid-season and
the gamma Proteobacteria class has dorninated from 25% of cumulative sap flow to the
end of the season. Diversity as indicated by the Shannon diversity index (H), was the
110w percentae.
n
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highest at 1.1 at rnid-season and was less at the beginning and at the end according to
Figure 5.
EEEEEEÏ
Figure 5. — Change in the maple taphole bacterial
composition over the sap flow season. Composition of the
taphole bacterial community is described by the different
classes of bacteria and the Shannon diversity index (H) for
each sampling period (Cumulative sap llow percentage).
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DISCUSSION
Bacterial contamination of maple sap obtained from the taphole was assessed in this
study. Resuits obtained ernphasize the need to elaborate strategies to control microbial
contamination of the taphole, since this contamination will serve as inocutum for the sap
collection and holding system. Research in the past has demonstrated that rnicroorganisrns
can adversely affect the quality of maple syrup (5, 15, 18, 21). This quality is prirnarily
based on the colour, flavour and texture ofrnaple syrup. Microorganisms ofrnaple sap have
the ability to break down the sucrose molecule, the main organic component of the sap, into
glucose and fructose subunits. These latter sugar molecules will then react during the heat
evaporation process to produce darker syrup and intense caramel flavour through
nonenzymatic browning reactions (cararnelization and Maillard reaction). Microorganisms
contaminating the maple tree taphole will also decrease, at least in part, the flow of sap by
blocking the wood vessels resulting in a shortage of productivity (26). Better knowledge of
taphole contamination would bring interesting insight that could help determine
contamination control strategies. for instance, control could be oriented against
microorganisrns having a negative impact on the quality of maple sap and/or to promote the
presence of microorganisms having a positive impact. The data obtained on maple sap
microflora will permit to go further into this type of investigation.
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In this way, resuits obtained in this study have dernonstrated the great bacterial diversity
of the maple taphole. Gram-negative were among the prevailing bacteria and gamma
Proteobacteria including the Pseudomonas genus were rnost frequently encountered. This
observation was also noted by Shenernan and Costilow (25) who have found that
Pseudomonas geniculata, now known as Pseudomonas /Ïuorescens biotypc G, was
dominant in maple taphole when old techniques of production were applied. The presence
of Pseudomonas genicuÏata in maple sap bas already been found to enhance the
characteristic flavour ofrnaple syrup (20, 29). Our resuits showed that the ARDRA method
was able to differentiate the Pseudomonas genera from others and that it was also usefttl for
the discrimination of other genera and species of bacteria. The presence of the genus
Pseudomonas was expected due to its importance in natural ecosystems in relation notably
with the degradation of xenobiotic compounds, its effect as a plant pathogen and its plant
growth-prornoting activities (9, 12). Our study also reports the important presence at the
maple tree taphole of beta Pro teobacteria from the genus Ratstonia (group 7) observed
throughout the season. This genus was flot reported in previous publications. The only
reported genus closed to Raïstonia was Achromobacter which is also part of the beta
Proteobacteria class (25).
A total of 32 pattems were identified arnong the 190 isolates from maple taphole. The 32
ARDRA pattems represented organisrns belonging to six bacterial divisions, namely
Actinobacteria, BacitÏi, beta and gamma Pro teobacteria, Ftavobacteria and
$1
Sphingobacteria. Actinobacteria and gamma Proteobacteria encountered the rnost number
of ARDRA groups. The cornrnunity diversity in maple sap was observed by determining
phylotype richness, distribution, and sirnilarity for 32 16S rRNA gene clones fiorn each
ARDRA group. Our results are in agreement with previous studies using conventional
microbiological rnethods. Looking at our resuits, sorne analogies could be made with the
bacterial community of maple sap and those observed for the forest sous. For instance,
Morselli and Whalen (1$) have dernonstrated that the wood tissue ofa healthy maple tree is
sterile or practically sterile suggesting that contamination of the taphole would necessarily
corne from the surrounding environrnent of the tree. TÏius, tnicroorganisrns encountered in
the forest sou could possibly contarninate the tree bark and find their way into the taphole
and consequently into maple sap. The rhizosphere is a dynarnic niche containing complex
microbial communities and microbial members may participate in a variety of beneficial
and detrirnental interactions with plants. Bacterial cornmunity members of rhizosphere
from British Columbia (Canada) forest soils were characterized by DNA sequence analysis
of 16S rRNA gene fi-agments following direct DNA isolation from sou, polymerase chain
reaction amplification and cloning. Phylogenetic analyses revealed that 5% of 709 16S
rRNA gene clones were classified as alpha, beta, gamma. and delta Proteobacteria,
Actinobacteria, Cytophaga-flexibacter-Bacteroides group, A cidobacterium, and
Verrttcomicrobia. Members of the Proteobacteria had an important contribution
representing 55% of the clone library (4).
$2
In addition, the predorninant presence of Proteobacteria and Gram-positives such as
Bacitli and Staphylococci isolated from the maple taphole may bc due in part to the use of
aerobic-growth media. Kasahara and Ahttori (14) observed that in a study of two sous in
Japan, 71% of the isolates that formed visible colonies within 1$ h of incubation were
members of the Gram-positive species. As the Iength of incubation period increased. the
relative abundance of Gram-positive organisrns in the total collection of isolates decreased.
This observation might explain in part our results on dominant members of maple sap
microflora and on its diversity.
This study examined the cultivable bacterial cornmunity ofrnaple sap using the amplified
ribosomal DNA restriction analysis method and 16S rRNA gene fragment sequencing.
Resuits showed the great diversity of this bacterial community by the large number of
ARDRA patterns observed in relation to the evolution of the sap flow season. After partial
I 6S rRNA gene sequencing, identity of ARDRA group representatives was revealed.
Aîthough sugaring operations have significantly changed since earÏier studies on maple
taphole microflora, the members of the genus Pseudomonas are stili dominant in this
environment. Dominance of the genus Raistonia was also obscrved which has not been
reported before. Our resuits are also showing a greater bacterial diversity than previous
work. For instance, an analogy was made between the bacterial community profile of the
maple taphole and the bacterial cornmunity of forest soi! rhisosphere. These resuits are
providing interesting insights into maple taphole microflora that will be useful for ftirther
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investigations on phenornena related to microbial contamination and quality of maple
products, and also on microbial control strategies.
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PREFACE AU CHAPITRE II
Ce chapitre rapporte les résultats obtenus «une étude sur la diversité de la flore
microbienne de la sève d’érable circulant dans le système de récolte par tubulure et du
biofilm s’y développant, à l’aide de la technique DGGE et du séquençage de segments du
gène codant pour l’ARN ribosomal 16S des principales espèces composant cet écosystème.
La technique utilisée a pennis d’obtenir un portrait direct des variations spatiales et
temporelles de la microflore de la sève et du biofilm du système de récolte sans avoir
recours à la culture des micro-organismes en laboratoire. De plus, la microscopie
électronique à balayage a permis d’obtenir des images de la surface de la tubulure et
d’observer la formation du biofilm à différentes périodes de la récolte. Il s’agit du premier
cas où la formation du biofiim dans les systèmes de récolte de la sève d’érable et sa
caractérisation sont rapportées scientifiquement.
Je suis responsable de la rédaction complète du manuscrit présenté dans ce chapitre. J’ai
procédé à l’élaboration du design expérimental, à la supervision de l’échantillonnage et à la
standardisation des techniques. J’ai réalisé une bonne partie des travaux de laboratoire
assisté du personnel technique du Centre ACER et effectué l’analyse complète des
résultats. Dr M. Jacques et Dr D. Roy ont tout les deux supervisé les travaux et édité le
manuscrit qui a été accpté pour publication dans International Journal of Food
Microbiotogy. Le Dr A.A. Mafu a aussi participé à l’édition du manuscrit.
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ABSTRACT
The bacterial microflora of maple sap and biofiims in collection system tubing were
studied through the use of bacterial counts, scanning electron rnicroscopy (SEM) of
surfaces and the analysis of I 6S rRNA gene by denaturing gradient gel electrophoresis
(DGGE). Samples wcre taken at five times during the 2002 and 2003 seasons in order to
follow the changes in the microflora of this complex ecosystem. Bacterial counts showed
the growth of bacterial population of samples as the season advanced. These populations
were mainly cornposed of psychrotrophic bacteria and Pseudomonas spp.. SEM resuits
confirrned the suspected presencc of biofilms on the inner surfaces of tubing samples.
Bacterial colonization and biofilrn formation progressively increased during the season for
both lateral and main une surfaces, and biofiÏrns were mainly composed of rod shape
bacteria. The bacterial microflora profile obtained for sap and corresponding biofilm by
DGGE showed up to 12 major bands. The Shannon-Weaver index of diversity (H)
calculated from DGGE bands were statistically higher for sap samples cornpared to biofiim.
The diversity index was relatively stable or increasing for lateral line samples (sap and
biofilrn) during the season while the diversity index for sap and biofilm samples of the
main line showed a decreasing profile as the season progressed. Sequence analysis of major
DGGE bands revealed the predorninance of bacteria from the Pseudornonas genus as well
as the Rahnetta genus and other unidentified genus. The results describe the composition of
sap collection system microflora as well as the formation of biofilrns and will be usefttl for
further studies on parameters contributing to the improvement ofrnaple product quality.
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INTRODUCTION
Modem maple syrup production rnainly involves collecting sap from stands of naturally
growing maple trees (sugarbush) by drilling a srnall hole (taphole) in the tmnk ofeach tree,
collecting the exuded sap with a plastic tubing system under vacuurn, concentrating sap by
reverse osmosis and heating the concentrated sap to evaporate water and obtain the desired
sugar concentration. Previously, sap was collected with buckets aiid transported to the sugar
house. Use of modem collecting systems has greatly increased productivity by improving
the practicability of the operation and increasing the volume of sap collected (18).
However, productivity was increased without consideration of the quality of maple syrup.
The quality, i.e. the colour, texture and taste of maple syrup, is mainly affected by
microbial spoilage of maple sap (24, 29, 33). A recent study of the microflora of sap from
tapholes, using arnplified ribosomal DNA restriction analysis (ARDRA) of bacterial
isolates, showed a wide variety of species, with Pseudomonas, Raïstonia, BaciÏlus,
Staphvtococcus and Ptantibacter being the predominant genera (23). Since evaporation of
water at high temperature is used to convert maple sap to syrup, rnost sap rnicroorganisrns
are destroyed during this process. Therefore, microorganisrns of maple sap do not affect the
shelf life of maple syrup. Their impact on maple syrup is due solely to the degradation of
constituents of sap before its transformation into symp. Such degradation will generally
lead to the production of a low quahty maple syrup.
Sap collection systems usually rernain in the sugarbush throughout the year. To facilitate
the exploitation of large areas of sugarbush, tubing systems are relatively complex, ofien
with several branches, nurnerous junctions and tubing of various sizes. This cornplexity
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makes it difficuit for producers to apply frequent and efficient washing and sanitizing
procedures that would prevent microbial growth on the inner surfaces of tubing unes, with
consequent spoilage of sap. Washing of collection unes is generally carried out at the end
of the season, by pumping a disinfectant solution (sodium hypochlorite) under pressure
followed by thorough rinsing (1$). Preliminary research results (15, 20, 21) and field
experience suggest that the inner surfaces of sap collection tubing rnight be colonized by
biofiims.
The formation of biofilms is responsible for persistent microbial contamination in many
types of environment (16). In the food industry, biofiims can be detrirnental to the safety
and quality of food products, and process performance (4, 22, 28). For maple syrup
production, biofilm forming on the inner surfaces of the sap collection tubing would serve
as a reservoir for rnicroorganisrns that could contribute to constant contamination and
degradation sap.
Evidence for the presence of biofiim in sap collection systems, and knowledge of its
composition would give important insights on microbial contamination of maple sap.
Several rnethods have been used for the study of biofilrns. For instance, scanning electron
microscopy (SEM) is a well established rnethod for observing bacteria adhering to surfaces
(1); and denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) of PCR-amplified fragments of
the I 6S rRNA gene has been used in several studies as a cultivation independent method of
assessing the microbial compositions ofbiofilrns (12, 26, 32) and other ecosystems (5, 6,
10, 17, 25, 27, 35).
This study presents an analysis of the temporal changes during two collecting seasons of
the bacterial communities of maple sap collection systems. For this purpose, the organisms
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of maple sap and those attached to the surfaces for both lateral and main collecting unes
were enurnerated and exarnined by scanning electron rnicroscopy (SEM) and DGGE of
PCR-amplified 16S rRNA gene fragments. The objective was to identify the microbes
responsible for biofiim formation and subsequent contamination of maple sap, and the
differences between microflora in different parts of the collection system and at different
tirnes.
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MATERIALS AND METHODS
Sampling method
Samples of maple sap and tubing were obtained from the Centre ACER experirnental
sugarbush located near in St-Norbert, Québec, Canada. Sampling periods were based on
historical sap yield monitoring. Samples were thus collected at different tirnes of the season
corresponding to percentages of the total volume of collected sap (0 %, 25 ¾, 50 %, 75 %
and 100 %) for each of the 2002 and 2003 seasons. For sampling, one main line with a
diarneter of 2.1 cm and a length of 150 rn was selected, to which 19 lateral unes 0.71 cm in
diarneter were attacbed to collect sap from 152 tapholes (8 tapholes/lateral line). For each
sampling period, 5 sections of the main une each 15 cm long and 5 sections each 30 cm
long from 5 randomly selected lateral unes were rernoved for analysis. Samples (500 ml)
corresponding to each tubing sample were collected by intercepting sap at each tube
sampling location. Since freezing does not signiflcantly reduce the bacterial population
(unpublished resuits), sap samples were kept frozen at -20°C before analysis. Tubing
samples were stored at 4°C for Ïess than 24 h befoie analysis. A data togger (model CR10,
Carnpbell Scientific, Edmonton, Canada) located in the sugarbush was used to record the
outside temperature hourly. At the end of each day and for the whole sap flow season, the
volume ofthe sap collected from the group oftrees being studied was measured and the sap
sugar content was deterrnined using an ABBE Mark II refractometer (Reichert Scientific
Instruments, Buffalo, NY, USA).
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Bacterial counts
Bacteria in each sap sample were enurnerated. Serial ten-fold dilutions of the samples in
0.1% peptone water (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) were prepared. for total
aerobic counts, 0.1 ml portions of suitable dilutions were spread platcd in duplicate on plate
count agar (Difco laboratories) supplernented with 0.5% sucrose, and the plates were
incubated at 30°C for 4$ h. Anaerobic counts were obtained as were the aerobic counts but
with the plates being incubated anaerobically in anaerobic jars (BBL, Sparks, MD, USA).
For psychrotrophic counts, plates prepared as for aerobic counts were incubated at 7°C for
10 days. For counts of Pseudomonas, plates of Psettdomonas agar with CfC (cetrirnide,
fticidin and cephaloridine) selective supplernent (Oxoid, Nepean, On, Canada) were
prepared as were plates for other counts, and were incubated at 30°C for 48 h. for tubing
samples, the inner surface of each tube was swabbed for 30 s with a 9.4 mm critical foam
head swab (VWR International, Montreal, QC, Canada) over an area of 15 cm2. The swab
was then transferred to a tube containing 15 ml of phosphate buffer (0. 1M KH2PO4 and
Na2HPO4, pH 7.0) and sterile glass beads (3 mm diameter), and the tube was thoroughÏy
shaken for 30 s. Bacteria in the fluids from sponges were enurnerated as for sap samples.
The non pararnetric Friedman test was used at Œ = 0.05 along with the Bonferroni
adjustrnent comparison test (XLSTAT version 7.1, Addinsofi, Paris, France) to separate
mean bacterial counts for tubing lines (lateral vs main), for sap and biofilrn, and to separate
the mean values for the different types of bacterial count (aerobic, psychotrophic, anaerobic
and Pseudomonas).
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Scanning electron microscopy (SEM) analysis of biofiims
Biofiims were visualized by SEM on pieces of tubes randomly cut from lateral and main
une samples obtained for every sampling tirne during 2002 and 2003 seasons. Pieces of
tubes 1 cm long were fixed for 3 h in 100 mlvi cacodylate buffer, pH 7.2 containing 2.5 %
glutaraldehyde. Samples were then rinsed 8 tirnes in 100 mM cacodylate buffer, for 1 h
each time, before being dehydrated in serial dilutions of 30, 50, 80, 100 % ethanol for 15
min each concentration. Dehydrated samples were critical-point dried using a critical point
dryer (SPI Supplies, West Chester, PA) and were imrnediately coated with gold using a
sputter coater (Kurt J. Lesker Cornpany, Clairton, PA). f ixed specirnens of biofilms were
visualized using a Hitachi S-3000M scanning electron microscope (Hitachi, Mountain
View, CA).
DNA extraction
Nucleic acids were extracted using a modified protocol from a previously described one
(23, 38). Pooled sap samples (2.5 L) from the same period were centrifuged at 12,000 x g at
4°C for 50 min. The pellet vas washed in a suspension buffer containing 12% sucrose and
25 mM Tris-HCI, pH 8.0 and was resuspended in 1 .6 ml of the sarne buffer. Lysosyrne (16
mg; Boehringer Manheim Canada, LavaI, Qc, Canada) was added to the suspension, which
was incubated under gentle agitation for 2 h at 37°C. After the addition of 400 pi of 10%
sodium dodecyl sulfate, 800 pi of 250 mM EDTA, pH 8.0 and 4 mg of proteinase K
(Boehringer Manheim), the solution was incubated under gentle agitation for 1 h at 55°C.
Afier incubation, $00 tl of a solution of 10% hexadecyltrimethyl ammonium brornide in
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0.7 M NaCI (CTAB/NaC1 solution) and 960 iI of 5 M NaC1 were also added. The mixture
was incubated at 65°C for 20 min. DNA was extracted 3 times with 5.6 ml of
chloroform/isoamyl alcohol, 24:1 (v/v). DNA was precipitated from the aqueous
supernatant by adding an equal volume of isopropanol, storing at —80°C for I h, and
centrifugating for 15 min at 13, 000 x g. The DNA pellet vas washed in 200 d of 70%
ethanol and resuspended in 20 pJ of deionized water. The concentration of purified DNA
was rneasured using Hoechst 3325$ dye and a fluororneter (Hoefer DyNA Quant 200;
Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA). Tubing was sarnpled using the sarne swabbing
protocol as for bacterial counts. The dislodged biofiims from tubing replicates of the same
sampling period and type of surface (lateral or main une) were combined in a sterile vial.
The swab was also thoroughly rinsed with the suspension buffer into the same vial. DNA
was then extracted as for sap samples.
PCR amplification
Gene segments of the 16S rDNA were amplified with primers gc-P63f and P518R,
which are specific for universally conserved bacterial 16S rRNA gene sequences (9). A 40-
bp GC-rich sequence (GC-clarnp) was added to the 5’ end of primer gc-P63f to allow
suitable migration and separation of PCR products in the DGGE gel. PCR amplification
was carried out in a GeneAmp PCR system 9600 thermocycler (Perkin-Elmer Corporation,
Nonvalk, CT, USA). Reaction mixtures of 50 d contained 25 ng (5!11) ofDNA extract, I U
of Taq DNA polymerase (Pharrnacia Biotech), iX buffer (10 mM Tris-HC1, pH 9.0, 1.5
mM MgCI2, 500 mM KC1), 10 mM deoxyribonucleoside triphosphate, and each primer at
20 prnol/il. Samples wcre amplified using a procedurc previously deschbed (34), which
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consists of a touchdown thermal cycling program with the following steps: initial
denaturing at 94°C for 5 mm; 20 cycles of 94°C for I mm, I min at 65°C initially with the
temperature sequentially decreasing by 0.5°C each cycle, and 72°C for I mm; 10 cycles of
94°C for I mm, 55°C for I mm, and 72°C for 1 mm; and final extension at 72°C for 10
min. PCR products were exarnined by electrophoresis of 4 tI of the amplification product
through a 2 % (w/v) agarose gel (Bioshop, Burlington, ON, Canada) in 1 X TAE buffer at
200V for 1 h and visualized by ethidium bromide staining and UV transillumination.
DGGE analysis
PCR products of maple sap and conesponding tube samples obtained for each sampling
period (except for O % sap flow) for both the 2002 and the 2003 seasons were analyzed by
DGGE based on the method cited by Muyzer et ctt. (32), using a D-Code universal mutation
detection system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Polyacrylarnide (8 %) gels (16 by 16 cm;
0.75 mm thickness) were run with iX TAE buffer diluted from 50X TAE buffer (40 mM
Tris base, 20 mM glacial acetic acid, and I mM EDTA). The polyaciylarnide gels
(acrylamide/bisacrylamide ratio, 37.5/1) were made with denaturing gradients ranging from
20 to 70 %. Denaturant (100 ¾) contained 7 M urea and 40 ¾ deionized formamide. The
electrophoresis was mn at 60°C for 16 h at 100 V. Afier electrophoresis, the gels were
stained for 45 min in aqueous ethidium bromide (0.5 rng/L) solution foilowed by S min
destaining in water and visualized by UV transillumination. Amplicons from maple sap
bacteria previously isolated (Lagacé et aI., 2004) were added as references during DGGE
analysis. DGGE profiles were analyzed with the GelCompar software package (Molecular
Analyst Software Fingerprinting Plus; Bio-Rad Laboratories). The normalized profiles
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obtained were used to construct a dendrogram using the clustering algorithm of Ward and
the Dices coefficient of sirnilanty. A densitometric curve was obtained for each gel lane.
The bacterial diversity of each DGGE lane was calculated by the Shannon-Weaver
diversity index (H) (36). for diversity caiculation, the equation H = ZPi log Pi was used, in
which Pi is the importance probability of the bands in a lane. H was calculated on the basis
of the bands on the gel lanes that were used in the generation of the dendrogram by taking
the intensities of the bands as judged by peak heights in the densitometric curves. The
importance probabiiity, Pi, was calculated as Pi = ni/N where ni is the height of a peak and
N is the sum of ail peak heights in the densitornetric curve. Diversity indices for sap and
biofiim samples were compared using the Kruskal-Wallis non parametric test (a = 0.05) in
XLSTAT (Addinsoft, Paris. France).
Band extraction and partial 16S rRNA gene sequencing
Selected DGGE bands were eut out of the polyaciylarnide gels under UV illumination
for the analysis of major resolved DGGE ampticons. The excised bands were incubated at
4°C for 24 h in 20 41 of sterile deionized water. Portions of 1 41 of suspended amplicons
were used as templates for PCR reamplification using the sarne conditions before.
Amplification products were subrnitted to electrophoresis on DGGE gels as before, to
confirm that the expected products were isolated. PCR products yielding single bands that
comigrated with the original sample were reamplified as before, using primer P63f without
the GC-clamp. These amplification products were purified using Qiaquick PCR purification
kits (Qiagen, Mississauga, Ontario, Canada) before being directiy sequenced using primers
P63f and P518R. Sequences of these gene fragments were obtained using an Applied
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Biosystems ABI 310 DNA sequencer (Big Dye Terninator cycle sequencing ready kit;
Perkin-Elrner). BLAST searches (http://www.ncbi.nlrn.nih.gov/BLAST/) were perforrned
to obtain information on the 16S rRNA gene sequences with the greatest sirnilarity to
database sequences. The CH ECKCHIMERA command (http://rdp.crne.rnsu.edu/htrnl/
analyses.html) of the Ribosomal Database Project (RDP) vas also used to detect chirneric
sequences. Sequences deterrnined were cornpared in a dendrogram with reference
sequences fiom GenBank using a neighbour-joining analysis with bootstrap (500 samples)
perfonned with the Mega 2 software (molecular evolutionary genetics analysis, version
2.1).
RESULTS
Microbial contamination of maple sap collection systems
Generally, the bacterial populations of samples increased as the season progressed (Fig.
1). Mesophilic aerobic counts were not significantly different than psychrotrophic counts
and were significantly higher (P < 0.05) than anaerobic and Pseudomonas counts.
Mesophilic aerobic and psychotrophic counts for main une sap and biofiim samples were
significantly higher (P <0.05) and increased more rapidly during the sap flow seasons than
the counts for lateral une samples. Conditions for the weather and sap flow of 2002 and
2003 seasons are shown in Table I.
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figure 1. — Growth of total mesophilic aerobic,
anaerobic, psychotrophic and Pseudomonas
microflora in main (o) or lateral (.) collection
lines or in biofiims on the inner surfaces of
main (V) or lateral (V) line tubing during the
2002 amI 2003 seasons.
104
Table 1.— Characteristics ofthe 2002 and 2003 sap ftow seasons.
2002 2003
Season length 56 days 38 days
Sap flow period 35 days 31 days
Mean daily air ternp. 5.1°C 3.0°C
Mean season sap flow/taphole 83 L 69 L
Mean sap sugar content 2.0°Brix 2.5°Brix
SEM of bioflims
At the beginning of each season, both lateral and main line surfaces appeared cleaner
than surfaces at other sampling tirnes (Fig. 2A and 2C). Bacterial colonization and biofilm
formation progressively increased during the season, but biofiim formation however
appeared earlier and in greater arnount on main line than on lateral une surfaces. At the end
ç;
-,
- I
Figure 2. — micrographs of maple sap collection tubing inner
surfaces. A and B, lateral une tubing at the beginning and at the end
respectively of the 2003 season, C and D, main une tubing at the
beginning and at the end respcctively of the 2003 season. B and D show
rod shaped bacteria in a dense biofiim matrix with occasional yeast
ceils indicated by arrows. Size of bars are 10 tm
2 QGO 16I. S.OOkV3.5k 1O.
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ofthe season, both lateral and main une surfaces were heavily colonized by biofiim mainly
composed of rod shaped bacteria, with the occasionai appearance of fungal ceils late in the
season (Fig. 2B and 2D).
DGGE bacterïal community profile
The fingerprints of the bactcrial communities of sap and biofiim contained up to 12
major bands (Fig 3, bi to b12). A decreasing trend in the number ofbands was observed
during the season, especially for biofilrn samples. Band bS was the most intense found for
alrnost every sampling period (25 to 100 sap flow curnuiative %) and for both sap and
biofiim samples. This b$ band was found to migrate in the DGGE gel at the same position
as reference r2 corresponding to Pseudomonas sp. MSB2083. Other bands such as bi and
b12 appeared only occasionaily with relatively tow intensities. Band bi I was rnostly found
in lateral une samples of sap and biofiim.
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Figure 3. — Negative images of parallel DGGE gels of PCR
amplified 16S rRNA gene fragments showing fingerprints for
biofiim and niaple sap microflora obtained during periods of 25,
50, 75 or 100 % sap flow during the 2002 and 2003 seasons.
Microflora were from lateral unes, 2002 (A); main unes, 2002 (B);
lateral unes, 2003 (C), or main unes, 2003 (D). Lanes Ri and R2
were from organisms previously isolated from maple sap (ri,
Staphytoccocus warneri MSB2065 (AY275502); r2, Psettdontonas
sp. MSB2083 (AY275480); r3, Plantibacter flavus MSB2139
(AY275509); r4, Bacitius sp. MSB2054 (AY275495); rS, Ratstonia
sp. MSB2OIO (AY275489)). Bands bi through b12 and r2 were
excised from gel A for 16S rRNA gene fragment sequencing.
Resuits for tateral une biofiim sampled at 50 % cumulative sap
flow in 2003 are missing.
DGGE profiles were distributed into four different clusters (fig. 4). Samples of sap from
the lateral une appeared to be very sirnilar, as six out of eight samples werc tightly
clustered regardless of the seasoti and the sampling period (cluster 3; fig. 4). Samples of
sap and corresponding biofiim from the main une in 2002 and 2003 formed another cluster
(cluster 4). Cluster 2 was mainly composed of biofiÏm sarnpÏes from lateraÏ unes while
cluster 1 has only five samples, rnostly coming &orn sap and biofiim sampled from main
unes close to the end of the 2002 season.
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Overail, the diversity indices was significantly higher (P < 0.05) for sap samples than for
biofiim (Fig. 5). The diversity indices for lateral une samples were relatively stable or
increased during the season while those for main une samples decreased as the season
progressed (Fig. 5).
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Figure 5. — Shannon-Weaver index of diversity (H)
calculated from DGGE analysis of the microflora of maple
sap (.) or biofiim (o).
The 16S rRNA gene partial sequences which have been determined in the present study
were deposited in the National Center for Biotechnology Information database and are
available under the accession numbers shown in Table 2. All of the sequences retrieved
from the major bands of the DGGE profiles of sap and biofilrn corresponded to portions of
the I 6S rRNA gene and none of the sequences was found to have a chimeric nature. For
most of the DGGE bands, Blast results showed similarity to GenBank database sequences
higher than 95%. For sorne bands, however, the sirnilarity to database sequences was
relativeiy low (< 95 %), especially for band bi.
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Table 2. — Identity of major bands obtained from DGGE analysis of the bacterial
community of maple sap and biofiim specirnens as determined by the closest relative
obtained from Blast comparison.
Closest relative and accession no. obtained from
Band Accession no. Similarity
GenBank
bl AY791936 Glacial ice bacterium AY37$251 88%
b2 AY79 1937 Psetido,nonas/Ïuorescens AY32 1588 95%
b3 AY791938 Glacial ice bacterium AY378251 97%
b4 AY79 1939 Pseudomonas sp. AY043559 98%
b5 AY791940 Psettdomonas syringae AE016875 94%
b6 AY79 1941 Pseudomonas sp. AY3398$8 98%
b7 AY79 1942 Pseudomonasfluorescens AY3 21588 98%
b8 AY79 1943 Pseudornonas/luorescens AY4721 16 93%
b9 AY791944 Pseudomonas sp. AJ585222 93%
bIO AY791945 Psetcdomonas svringae AY275478 98%
bi I AY791946 Psetidomonas sp. AY3661$5 96%
b12 AY79 1947 Rahnel/a genosp. U9075$ 97%
r2 — Psettdomonas sp. AY275480 98%
Bands were extracted from the DGGE gel shown in f igure 3.
The flrst Blast result (98%) for the r2 reference band corresponded to the sarne sequence of
Pseudornonas sp. MSB2O83 (AY275480) obtained previously (23), confirming the
reliability of the rnethod. Bands b2, b4, b6, b7, bIO and bi I were strongly related
(similarity > 95 %) to the Psetidomonas genus while b5, b$ and b9 were stili related to
Psetidomonas genus but with lower similarity (Table 2). Band bi2 was related to the
Rahnella genus (97%). Rands bl and b3 sequences are related to an unidentified ice
bacterium, however, with a lower sequence sirnilarity result for b t at 88 %. According to
Figure 6, DGGE band sequences did not match closely with sequences of sap Gram-
positive bacteria found in the database. Rands r2, b2, b4. b7, bs, blO and bi 1 forrned a
large cluster along with maple sap Psettdomonas sequences from the database. Bands bi,
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b3, b5, b9 and b12, which have a sequence sirnilarity distinct from the Pseudomonas genus
or have a relatively low (< 95 %) similarity, were not part of the Pseudomonas cluster (Fig.
6). Band b6 was also excluded from the Pseudonionas cluster, although sequence similarity
corresponded to the Pseudomonas genus.
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— Unclassified atrnvbac1enum AY2?551
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Figure 6. — Relationships of partial 16S rRNA gene sequences derived
from predominant DGGE bands of maple sap and biofitm to those of
isolated maple sap bacteria obtained in a previous study (23).
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DISCUSSION
The Canadian maple syrup industry produces about 85 % of the world’s maple syrup,
exporting more than 28,685 tonnes valued at $144.9 million to more than 30 countries in
2002.
Bacterial populations in sap and on tubing began to reach levels > 5 Iog Cf U/rnl or cm2
from rnid-season but lateral une generalty harboured smaller bacterial population than main
une samples. Bacterial contamination was rnainly cornposed of aerobic psychotrophic
bacteria, with large fraction of Pseudomonas spp.. The shorter sap flow season and the
lower daily air temperature observed in 2003 did not notably affect bacterial contamination.
These resuits indicate that good sanitary maintenance ofthe sap collection system would be
necessary to prevent sap spoilage and maintain syrup quality. Producers wlll generally
apply a sanitation treatrnent only at the end ofthe sap flow season (2). When applied during
the season, maintenance procedures will mostly target the main une portions of the sap
collection system, because spouts are stili in place in the tapholes, making it difficuit for
sanitation solutions to reach the lateral unes. Bacterial growth in the lateral line is not
negligible, this would tend to lower the efficacy of the sanitation procedure and allow rapid
microbial regrowth in the system. The results suggest that sanitation during the scason
should be seriously considered ofboth lateral and main lines to limit microbial growth and
biofilrn build-up in the sap collection system.
S EM showed the extent of microbial colonization of sap collection system surfaces. The
results confirrned the presence of biofi 1m on the inner surfaces of both lateral and main
unes and are in agreement with the bacterial counts. Rod shaped bacteria embedded in a
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polymeric matrix predominated in the biofiim microcosm. The collection unes are
cornposed of polyethylene to which bacteria can adhere (14). Pseucloinonas spp., an
important bacterial group found in the maple sap collection system, are strongly associated
with biofiim production (37). Biofiim formation is a well recognized phenotype responsible
for enhanced resistance to antirnicrobial agents and tolerance of environrnental stresses (7).
This characteristic of adhered bacteria would explain the persistent microbial contamination
of maple sap and the low efficiency of sanitation procedures applied to sap collection
systems. Detachment of biofiim celis by physical forces or biological features of the
community members (8) would also promote sap contamination that so affect its quality
during storage.
PCR-DGGE of 16S rRNA gene fragments allows the analysis ofvery complex microbial
communities (3 1) by providing a profile of the genetic diversity (li). Majors bands can be
sequenced, revealing the identity of particular bacteria (30). Therefore, it was possible to
obtain community profiles showing up to 12 major and distinct bands for each sampling
period ofboth sap fiow seasons. from these profiles, one band (b8) was found predominant
in intensity and recurrence. This band was related to the genus Psettdomonas that was
found to be an important bacterial group in maple sap originating from tapholes (23).
Although band b5 was related to Pseudornoncis svringae, the sequence determined for this
band was distinct from other sequences. Some bands were also distinct from the
Pseudomonas genus, notabÏy band b12, the 16 rRNA gene partial sequence of which was
associated to the Rahnetta genus. This bacterial genus is widely distributed in nature (3)
and was separated from the Enterobacter genus afier DNA relatedness studies (19).
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Microorganisrns from the genus Aerobacter renarned Enterobacter have previously been
identified in maple sap and are associated with the production of low quality syrup (13).
As judged by DGGE profile comparisons, microflora from samples of the main une
were more similar to one another than to the microflora from samples of the lateral une.
The sarne observation can be made for sap and biofiim samples. Furthermore, no great shifi
in microflora composition during the seasons was observed. This supports the hypothesis
that some colour and flavour characteristics of maple products are due to members of this
stable microflora.
The sap collection system community showed Iess DGGE band diversity at the end than
at the start of the season. Diversity in biofilms was lower than in maple sap samples, which
can be associated with the dominance of Pseitdomonas in the biofilm. This observation is
also in agreement with bacterial counts and SEM resuits. This domination was notably
important for the main une of the sap collection system.
The formation of biofilrns on the inner surfaces of sap collection systems would explain
the difficulties of producing high quality maple syrup throughout the sap flow season. A
better understanding of spatial and temporal shifts in microbial cornmunity structure of
maple sap collection systems, and the factors that govern these shifis, could aid in
developing strategies for controlling the characteristics of maple products.
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PREFACE AU CHAPITRE III
Ce chapitre décrit l’efficacité de 4 principaux produits assainisseurs utilisés en industrie
alimentaire vis-à-vis un biofiim modèle produit en laboratoire à l’aide d’une souche de
Pseudomonas marginalis isolée du système de récolte de la sève d’érable et du système
MBECTM. L’importance de la formation du biofilm sur l’efficacité des agents assainisseurs
a été démontrée dans ces travaux alors que la concentration minimale inhibitrice des
produits était inférieure lorsque mesurée sur tics cellules planctoniques de P. marginalis
contrairement à celle mesurée sur des cellules du biofilm. Une validation du système
commercial MBECTt a aussi été obtenue et montre l’utilité d’un tel système pour la
comparai son de plusieurs agents assainisseurs dans différentes conditions de températures
et de temps.
Je suis responsable de la rédaction complète du manuscrit présenté dans ce chapitre. J’ai
participé, conjointement avec mes superviseurs, à la sélection des techniques et du système
pour la production du biofiim modèle en plus d’établir les contacts avec le concepteur du
système MBECTt, Dr H. Ceri de l’Université de Calgary, afin de fixer les conditions et la
méthode d’analyse des résultats. Par la suite, j’ai procédé à l’élaboration complète du
design expérimental et à la réalisation des essais en laboratoire assistés par l’équipe
technique du Centre ACER. J’ai finalement effectué l’analyse complète des résultats. Dr M.
Jacques et Dr D. Roy ont tout les deux supervisé les travaux et édité le manuscrit qui a été
accepté pour publication dans Journal of Eood Protection. Le Dr A.A. Mafu a aussi
contribué à l’édition du manuscrit.
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ABSTRACT
The susceptibility of planktonic and biofiim ceils of Pseudomonas marginalis towards
four cornrnonly used biocides at different temperatures (15 and 30°C) and biofiim growth
limes (24 and 48 h) was assessed. Using the MBECTM biofiim device, biofilrn production in
maple sap was shown to be highly reproducible for each set of conditions tested. Biofiim
formation was influenced by both growth temperature and time. A temperature of 15°C and
incubation tirne of 24 h yielded less CFU per peg and showed less adhered ceils and typical
biofiim structures based on scanning electron microscopy observations cornpared to other
conditions. Minimal biofiim eradication concentration (MBEC) values for P. mctrginatis
were significantly (p<O.00I) greater than minimal bactericidal concentration (MBC) values
for planktonic ceils and for every biocide tested with the exception of MBEC for peracetic
acid at 15°C and 24 h. Sodium hypochlorite and peracetic acid sanitizers were able to
eliminate P. marginalis biofilms at lower concentrations than hydrogen peroxide- and
quaternary amrnoniurn-based sanitizers (p<O.001). According to the resuits obtained,
sodium hypochiorite and peracetic acid sanitizers would be more appropriate for maple sap
collection system sanitation.
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INTRODUCTION
The prevention of microbial contamination caused by pathogenic and spoilage
rnicroorganisrns during the manufacture, processing, and packaging of food products is a
major concem for the industry. Therefore, the food industry has adopted cleaning and
sanitation practices (cleaning-in-place) to control the microbial contamination ofequiprnent
and to improve safety and quality of finishcd products as well as process performances.
However, the effectiveness of these measures is cornprornised by adherence of
microorganisms and biofiim formation at the surface of equipment. Microorganisms
adhering to a surface and ernbedded in a bioflim are more resistant to biocides than when
dispersed in a liquid medium (planktonic) (3, 28. The recalcitrance of biofiim bacteria
towards biocides leads to cycles of regrowth following system disinfection procedures and
eventually bacteria may be transferred to the bulk medium and contaminate food (7, 23,
34].
In the maple synip industry, maple sap is collected during the spring season from
tapholes drilled into maple trees (Acer saccharurn) with a tubing network made of plastic
material and from which, maple syrup and other derived products are produced. Since
microorganisms found in maple sap are known to be detrirnental to the quality of maple
syrup, every effort must be made to avoid microbial contamination of maple sap.
Microorganisms found in maple sap will be destroyed during the heat evaporation process
used to make maple syrup. But through their metabolic activity on maple sap constituents
prior to evaporation they will have a negative impact on the quality and commercial value
of maple products (19, 24, 26). The bacterial community of maple sap has recently been
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studied (20) and formation of biofiim at the surface of the maple sap collection system has
also been recently documented (21). These studies indicated that Pseitdornonas species
were predominant in maple sap and also largely responsible for the formation ofbiofilms at
the surface of the sap collection system. Pseudomoncis species are also associated with
spoilage of a number of food products (15). As it is for the food industry in general,
cornrnonly available biocides are used to disinfect the maple sap collection systems. Even
though disinfection of the maple sap collection system is regularly perforrned during sap
flow season, no investigation has been made to demonstrate the effectiveness and
limitations of this operation and to identify the appropriate chernicals and conditions.
Considering that biofilms are present at the surface of the sap collection system, it would be
essential to determnine efficient procedures of sanitation suitable to eliminate both bacteria
associated to biofiim formation and biofilrns thernselves.
Many methods have already been proposed to evaluate the effectiveness of biocides
against biofilm bacteria (17). The Calgary biofilrn device (MBECT’) belongs to a category
of instruments that are particularly well-adapted to easily test simultaneously rnany
concentrations of biocides at the sarne tirne against planktonic bacteria and reproducible
biofiims (2, 4, 5, 29, 32,.). It consists ofa 96-well microtiter plate with a lid mounted with 96
pegs on which similar biofilms can be produced. In our study, we used the MBECTM device
to test commonly used biocides against planktonic- and biofilm-contained Pseudomonas
rnarginaÏis isolated from a maple sap collection system. The aim was to obtain relevant
information that could provide guidelines on the maintenance of the maple sap collection
system and to improve the overall quality of maple products.
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MATERIALS AND METHODS
Bacteriat culture and growth media. Pseudonzonas marginatis PTB2093 was isolated
during the 2002 season from the inner surface ofthe sap collection system tubing Ïocated at
the Centre ACER experirnental sugarbush (St-Norbert. QC, Canada) and identified using
the Biolog system (Biolog Inc., Hayward. CA. USA). This strain was selected because of
its predominance and its particular ability to produce a biofiim on the surface of plastic
material (data not shown). Maple sap was used to grow P. marginatis and to produce
biofiims. Maple sap was obtained during the early season of 2001 (Centre ACER, St
Norbert, QC, Canada) and sterilized in the autoclave at 12 1°C for 20 min. The sap was in
the range of an average maple sap with a total solids composition of 2.3°Brix and a pH of
7.7 (25). P. marginatis was reactivated from frozen stock cultures by 2 consecutive
transfers of 0.2 ml of culture in 10 ml ofmaple sap and incubated in static conditions for 1$
h at 30°C. The biofiim inoculurn was prepared from a 18 h culture in maple sap and
standardized by centrifugation at 8000 rpm (6797 x g) and suspension of the pellet in the
sarne medium for a final concentration of approximately I x i0 CFU/rnl validated by
dilution plating on tryptic soy agar (TSA; BBL/Difco, Sparks, MD) incubated at 30°C for
4$ h.
Biofilm formation. Biofiims of P. inarginalis were produced using the MBECTM assay
system (MBECTM Biofiim Technologies Ltd., Calgary, AB, Canada) as previously
described with slight modifications (4). A 200-jil volume of P. marginatis inoculum
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prepared in maple sap was added in the wells of the MBECTM microtiter plate and the 96-
peg lid was deposited on top of the plate. The plate was then incubated for 24 h or 48 h at
15°C (temperature representative of cold sap collection system conditions) or 30°C
(temperature representative of wann sap collection system conditions) in a gyratory shaker
at 150 rprn for biofiim growth. The biofilm growth was determined by following bacterial
counts at the surface of pegs after 24 and 48 hours of growth in maple sap at 15 or 30°C.
Each peg Iid containing the biofiims xvas rinsed twice by placing for 1 min the lid on a
microtiter plate containing 200 t1 of saline in each well to remove planktonic celis. After
rinsing, the peg lid was transferred to another microtiter plate containing 200 tl of maple
sap in each well and sonicated for 5 min (model 5510, Branson Ultrasonics Corp.,
Danbuiy, CT, USA) to remove biofiims. Viable counts were then performed on rernoved
biofilrns on TSA plates as described above. The same procedure was used to control for the
numbers ofCfU per peg in all biocide susceptibility-tests, prior to exposure to biocide.
Biocides. Sodium hypochlorite, a commercial mixture of quaternaiy ammonium
compounds (Bardac 2050), hydrogen peroxide and peracetic acid were selected for this
study. Details on the origin and composition of these biocides are shown in Table I.
Biocide susceptibility testing. Biofilrns used for biocide susceptibility testing were
prepared in maple sap as described above afier incubation periods of 24 h and 48 h. Afier
incubation, the peg lid was removed and rinsed by deposition on a microtiter plate
containing 225 jiÏ of saline per well for I min. Each test biocide was seriaÏÏy two-foÏd
diluted with sterile purified water and was placcd in one lane of another 96-well microtiter
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plate. Afier rinsing, the peg lid containing biofilms was secured over a 96-well plate,
containing the biocides to be tested, and challenged for 30 min at the same temperature (15
or 30°C) as used for the generation of the biofiims. Saline was used to replace biocide
solutions for control biofiims. Following the challenge incubation, the peg lid was rinsed
twice with 225 il of saline for 1 min to rernove any rcsidual biocide from the pegs. The peg
lid was transferred to another 96-well plate containing 200 d of maple sap per weIl,
sonicated and plated on TSA as previously described above to determine viable counts. To
establish the susceptibility of biofilms to biocides, the minimal biofilm eradication
concentration (MBEC) was determined and corresponded to the lowest concentration of
biocide at which no bacterial could be detected. The susceptibility of planktonic
populations of P. marginatis was deterrnined by the minimum bactericidal concentration
(MBC) ofbiocide. For the MBC testing, identical serial two-fold dilutions ofbiocides used
to challenge biofilrns were prepared in a 96-welÏ plate to which inoculum of P. inarginatis
was added to a final concentration of approximately 1 x 1 0 CFU/ml. Afier the 30 min
challenge at 15 or 30°C, dilution plating was performed as described above to detect any
residual population of viable bacteria for each biocide dilution.
Scannïng clectron microscopy (SEM). Pegs were broken from the lid of the MBECI’M
system afier biofilm growth of P. marginatis in maple sap. Afier fixation for 2 — 3 h in 100
mM cacodylate buffer at pH 7.2 containing 2.5 % glutaraldehyde, the pegs were rinsed (6 —
8 times) in 100 mM cacodylate buffer, and then sequentially dehydrated in graded series of
ethanol (30, 50, 80 and 100 %) for 15 min each. Pegs were then critical-point dried (SPI
Supplies, West Chester, PA) and were immediately sputter coated with gold (Kurt J. Lesker
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Cornpany, Clairton, PA). Visualization of the biofiims on the pegs was performed by using
a Hitachi S-3000N scanning electron microscope (Hitachi, Mountain View, CA) at 5.0 kv.
Data analysis. MBC and MBEC values were obtained from five independent replicates
of planktonic or biofiim growth and biocide challenge. Values were nonnalized by neperian
Iogarithm transformation before being compared by analysis of variance (ANOVA) and the
Tukey multiple-comparisons test (ci = 0.05).
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RESULTS AND DISCUSSION
Biofiim production on the MBECTM device
In this work, we have tested the susceptibility of P. mcuginalis isolated from the surface
of a maple sap collection system to four different biocides cornrnonly used in the food
industry. First, the MBEC’ system was selected to rigorously control biofiim production
and to reproduce, as much as possible, identical conditions between biocide susceptibility
tests. The resuits for biofiim formation at different growth temperatures and tirnes are
presented in figure 1. These resuits representing the data from separate experirnents show
that the final biofiim concentration of P. marginatis averaged between 6.8 and 7.4 log CFU
per peg under the conditions tested.
o
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Figure 1. —Biofiim formation of P. inarginatis PTB2 093 on the pegs
of the MBEC system in maple sap after 24 and 48 h at 15°C and
30°C. Error bars are standard deviations of five independent
determinations.
According to the standard deviations presented, biofiim growth was highly reproducible for
each set of conditions tested (temperature and time) and equivalent biofiims were produced
in terms of biofiim celi counts (iog CfU per peg). Ceri et ai. (1) also demonstrated that
MBECTM system produced equivalent biofiims of Escherichia cou, Pseudoinonas
aeritginosa and $taphyÏococcus aureus grown in T$B for 24 h. The tirne and temperature
influenced biofiim growth as those produced after 24 h at 15°C had significantly lower
(p<O.O5) ccli counts (Iog CFU per peg) compared to other growth conditions where celi
counts did flot significantly differ (Fig. 1). Temperature is known as an important factor for
biofiim formation. Chavant et al. (6] showed that biofiim formation was affected by a low
temperature in combination with the nature of the surface for the psychotrophic bacterium
Listei’ia inonocytogenes.
130
n
Figure 2. — Scanning electron micrographs of biofiims formed by P.
marginatis PT32093 on the pegs of the MBEC system in maple sap
after incubation for 24 h at 15°C (A), 4$ h at 15°C (B), 24 h at 30°C (C),
and 48 h at 30°C (D). Bars correspond to 10 tM
131
According to these authors, a low temperature will affect bacterial growth as weIl as
physicochemical properties of the ceils (hydrophobicity) leading to Iower bacterial
adhesion.
In addition to biofiim ccli counts, scanning electron micrographs of the bioffim formed
by P. marginaÏis on the MBECÏM system were obtained (Fig. 2). SEM observations show
adherent P. margina lis and the high density biofiim produced at the surface of pegs. These
resuits demonstrate that it is possible to reproduce under laboratory conditions biofiim
formation by a bacterial strain isoiated and grown in natural maple sap. From our
observations of the biofiim production, it was of note that the biofiim did not developed
uniformly at the surface of the peg but as dispersed aggregates. Larger numbers of adherent
ceils were found in areas ofthe peg doser to the interface with iiquid cornpared to the tip of
the peg. The extent of biofiim formation according to bacteriai ceil density and thickness of
the structure appeared to be cnhanced after 4$ h of biofiim growth (f ig. 23 and D) and
especiaiiy at 30°C (Fig. 2D). Afier 24 h of growth however, celis adhered to the surface of
the peg but biofiim formation and EPS production were flot as evident (Fig 2A and C).
Under proionged incubation tirne (4$ h), P. marginaÏis developed a dense biofiim
cornposed of bacterial ceils surrounded by extracellular polyrneric material (EPS).
However, this typical biofiim structure was oniy observed at very dispersed locations of the
peg surfaces. This may explain why it had no influence on celi counts and that no
difference in ccii counts (Fig. 1) was found between biofiims forrned afier 24 h at 30°C and
4$ h at 15 and 30°C.
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Susceptibility of P. marginalis to biocides
In this study, the susceptibility of P. marginalis to biocides was investigated according to
the mode of growth (planktonic or biofiim), time of bioflim growth and type and
concentration of biocides. Overali, the mode of growth bas a significant influence on the
susccptibility of P. inarginalis to biocides (Table 2). MBC values (concentration obtained
on planktonic celis) were significantly lower (p<O.00l) than MBEC values (concentration
obtained on bioflim celis) for rnost of the biocides and conditions tested. Kowever, MBEC
resuits obtained from biofllrn (24 h) exposed to peracetic acid were similar to MBC values
for both temperatures (15 and 30°C). Pseudomonas spp. are well recognized as food
spoilage rnicroorganisms (15, 16, 27) This bacterial genus was found the most abundant in
maple sap (2O,and was also closely related to the formation of biofilms in maple sap
collection system tubing (21).
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Biofilm formation is associated with the persistence of microbial contamination and
spoilage of maple sap. The efficacy of biocides against Psettdornonas biofiim associated to
maple sap production is therefore necessary to identify appropriate products that would
maintain collection system sanitation. The extent ofthe bacterial inactivation by biocides is
generaHy governed by five principal factors: concentration of biocide, nature of bacterial
ceils and density, tirne of contact, temperature of medium, pH and presence of foreign
matter (18, 30, 3]). In addition, biofiims may exhibit high level of resistance to biocidal
treatments (12, 13). Recalcitrance of P. inarginatis biofiim grown in maple sap against fout
commonly used biocides (sodium hypochlorite, quatemary ammonium compounds,
hydrogen peroxide and peracetic acid) was also dernonstrated in our study (Table 2). The
increase in susceptibility according to the difference between MBC to MBEC values ranged
from none (peracetic acid at 24 h) to nearly 50x (hydrogen peroxide). This resistance may,
in part, be cxplained by the production of EPS (Figure 2A and C) which may react with
chemical biocides and act as a diffusion barrier, or by the physiological status ofthe biofilm
cells (14). Whilst the effectiveness of ail biocides was affected to a certain extent by the
presence of P. marginaÏis biofilm, hydrogen peroxide was the one mostly affected (Table
2). lime of biofiim growth also had an overali effect on biocide susceptibility of P.
marginalis (Table 2). Biofilrns grown for 24 h were more susceptible to biocides than
biofilms grown for 48 h (p<O.00I, Table 2). This result is in accordance with the
development of biofiim (Fig. 1) and SEM observations (Fig. 2). Previous studies have also
suggested that the resistance of microorganisms to sanitizers is affected by the age of the
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biofiim (11, 22]. Temperature however did not show any significant effect on biocide
susceptibility of P. marginails. Biofiims obtained and challenged at 15°C tended to be more
susceptible than those obtained and challenged at 30°C but the difference was not
statistically significant (p=O.261).
Table 2. — Biocide susceptibility (30 min challenge) of P. marginatis PTB2093 as a
planktonic population (MBC) and a biofiim population (MBEC) evaluated by the MBECT’’
system with 24 and 48 hours of incubation at 15 and 30°C in maple sap as growth medium
MBEC (rng/liter)
MBC (rng/liter)
Biocides 24 hours 4$ fours
15°C 30°C 15°C 30°C 15°C 30°C
Sodium b hc h b
10 10 30 92 135hypochlonte
Bardac 52h 34b 88b 200b 226h 320b
kydrogen
218° 125a 3g75U 5113a 4299° 4096a
peroxide
Peracetic 25tc 25hc 75b 30c 63h
acid
Values in a colunm flot followed by the same letter are significantly different, p<O.05
MBC values were significantly Iower (p<0.00l) than MBEC values for ail biocides except for the M3EC of
peracetic acid afler 24 h
Concentrations of biocides used ranged from 10 to 5120 mgiliter for sodium hypochlorite, Bardac 2050 and
hydrogen peroxide, and from 25 to 11900 mg liter for peracetic acid
When biocides are compared for their ability to eliminate P. rnarginaÏis, hydrogen
peroxide was shown to be significantly Iess efficient (p<O.00I) amongst ail the conditions
tested with MBC and MBEC values ranging from 125 to 5113 mg/liter (Table 2). The
protective role of catalase has already been related to the resistance of Pseudomonas
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aerttginosa biofiim to hydrogen peroxide (9, 33,). Peracetic acid and sodium hypochiorite
however were generally more effective than other biocides with relatively low MBC and
MBEC values ranging from 10 to 135 mg/liter. Quatemary ammonium compounds (Bardac
2050) had intermediate MBC and MBEC values of 34 to 320 mg/liter.
Sodium hypochiorite is the most widely used biocide for sanitation of maple sap
collection systems. A concentration of 50 to 100 ppm available chlorine is usually
recornrnended for sanitizing food equiprnent and utcnsils (8). For sanitation of mapic sap
collection systems, a concentration of 600 pprn is generally recommended (1). This
treatment is norrnatty applied at the end of the sap flow season by injecting a 600 ppm
hypochiorite solution with a pressure pump in the sap collection unes followed by
thorough-rinsing with water. According to the MBEC values obtained in tÏiis study for
sodium hypochiorite against P. marginatis biofiims, the 600 ppm concentration used in the
field would be high enough to sanitize the sap collection system. However, the use of
higher than necessary concentration ofbiocides increases the risk for biocide residues to be
concentrated by the maple syrup process (reverse osmosis concentration and evaporation)
especially for sanitation treatments applied during the season. Furthermore, high
concentrations of biocides increase the potential for personal safety and environmental
hazards especially when manipulated in the field. To minimize these risks, a concentration
of sodium hypochlorite lower than 600 ppm could be used. Moreover, since peracetic acid,
that is chlorine-free, was found in this study to be as effective as sodium hypochlonte to
eliminate P. marginalis biofiims, a relatively low concentration (150 — 200 ing/Ïiter) ofthis
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biocide could replace sodium hypochlorite and minimize potential environrnental hazards.
According to Fatemi and Frank (IQ), peracid sanitizers are more effective than chlorine for
inactivating biofilrn of Pseudornonas spp. and Listeria monocytogenes in the presencc of
organic residues. This observation is supported by our findings that peracetic acid is highly
effective against Pseudomonas biofilms produced in maple sap.
Field conditions are difficuit to reproduced and for this reason, a model system was used
in this study to produce as rnuch as possible, equivalent biofilms for each experiment and to
compare biocide products. However, conditions used in the model system to produce
biofilms only partially represent the conditions observed in the field. For this reason, some
discrepancy may arise with highly variable field conditions (system age, sap flow duration,
ternperature, shear forces, etc.). Nevertheless, this study indicates that higher concentrations
ofbiocides were necessary to eliminate biofiims of P. marginalis than free cells. According
to the resuits obtained using the MBECTM system, sodium hypochiorite and peracetic acid
sanitizers would be more appropriate to maintain sap collection system sanitation. Since
sanitizer residues and environmentaÏ hazards are important issues for the production of
maple syrup, lower concentrations of sodium hypochlorite than cunently recomrnended or
the use of peracetic acid should be considered. This however would have to be validated
with field experiments where mixed species biofilms are able to grow in maple sap
collection systems.
13$
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DISCUSSION GÉNÉRALE DES RÉSULTATS
La qualité et la conformité des produits acéricoles aux différents critères de valorisation,
sont des éléments essentiels au développement de cette industrie. L’importance de la
contamination microbienne de la sève d’érable sur la qualité est connue depuis longtemps
(Edson 1912, Fabian and Buskirk 1935, Morselli et Whalen 1991, Naghski et Willits 1957)
et a été renforcée par nos travaux présentés à l’Annexe L Ces travaux ont notamment
démontré à partir d’un large échantillonnage de produits acéricoles qu’une contamination
microbienne intense et non contrôlée de la sève influence la couleur et la saveur du sirop
d’érable. Selon ces résultats, cette contamination microbienne, entre autres par le biais de
son activité métabolique sur le saccharose (hydrolyse), favorise l’intensification de la
couleur du sirop d’érable et l’apparition de goûts indésirables. Ceci met donc l’emphase sur
la nécessité de contrôler le développement microbien dans la sève. Dans cette optique, les
travaux présentés à l’Annexe I offrent un outil simple et rapide de mesure de l’intensité de
la contamination microbienne de la sève pour ainsi prédire la qualité physico-chimique et
sensorielle du sirop d’érable. Cet outil de mesure par ATP bioluminescence pourra être
utilisé par les producteurs acéricoles et les conseillers techniques afin d’appliquer un
meilleur contrôle de la qualité de la sève en cours de production et ainsi améliorer la qualité
et la valeur commerciale du sirop.
Les connaissances sur la composition de la communauté microbienne de la sève d’érable
sont à la base de la compréhension des phénomènes reliés à la dégradation microbienne et à
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la diminution de la qualité des produits acéricoles. Avant la réalisation des travaux
présentés au Chapitre I, les seules données relatives à la contamination microbienne de la
sève provenaient d’études réalisées il y a plusieurs années en utilisant les techniques
traditionnelles d’identification (Edson 1912, Sheneman et Costilow 1958). Les résultats du
Chapitre I fournissent un portrait actualisé de la communauté microbienne de la sève à
l’aide de techniques moléculaires modernes telles que l’ARDRA et le séquençage de
l’ADNr 16S. 11 a été ainsi possible d’observer la grande diversité de la communauté
microbienne de la sève représentée par 22 genres bactériens différents ainsi que la
dominance des bactéries à Gram négatif représentées par le genre Pseudomonas. Ce genre
bactérien est notamment reconnu pour sa capacité à former un biofilm sur divers types de
surfaces biotiques et abiotiques. Ajouté à ce profil de la communauté bactérienne, il y a
celui de la contamination en levures de la sève présentée à l’Annexe II. Ces travaux
présentent une revue de la composition microbienne de la sève et de la formation du
biofilrn en plus de présenter des résultats d’identification de levures par le séquençage du
gène codant pour le domaine D 1/02 de l’ARN ribosomal selon le protocole de Kurtzrnan et
Robnett (1998). Le niveau de contamination fongique de la sève est généralement moins
élevé que celui des bactéries (Annexe I, Tableau Ï). Néanmoins, ce type de contamination
est souvent non négligeable et a tendance à être plus important à la fin de la saison de
coulée. Selon la Figure 5 de l’Annexe II, 15 genres levuriens différents ont été retrouvés
avec une prédominance pour les genres Ciyptococcus, Trichosporon et Sporobolomyces.
Ces résultats sont conformes à ceux de Sheneman et Costilow (1958) à la différence que
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l’espèce Ciyptococctts victoriae s’est avérée dominante dans l’étude présentée à l’Annexe
II. Quant à la présence de moisissures dans la sève d’érable, celles-ci sont généralement en
moins grand nombre que les levures (Annexe I, Tableau 1). Nos travaux ne se sont pas
attardés à l’identification des moisissures de la sève d’érable. Nos premières observations
indiqueraient cependant la présence des genres PeniciÏtiwn et Aspergitlus tout comme
Shenenman et Costilow (1959) les avaient répertoriés. D’ autres travaux seraient donc
souhaitables afin de mettre en lumière les divers espèces de moisissures pouvant se
retrouver dans la sève d’érable.
Par ailleurs, le profil de la communauté microbienne de la sève dressé lors de notre
étude, bien qu’il soit valable et conforme aux études antérieures, se limite à un site
d’exploitation soit l’érablière expérimentale de St-Noi’bert (Centre de recherche, de
développement et de transfert technologique acéricole inc.). Pour avoir un portrait exhaustif
de la communauté microbienne de la sève et connaître sa variabilité selon différents
facteurs observées à travers l’ensemble des exploitations acéricoles, un échantillonnage
stratifié sur l’ensemble des régions acéncoles serait à considérer. Combiné à l’utilisation de
la technique T-RFLP consistant à établir le profil de la communauté microbienne sans
culture des micro-organismes en laboratoire (Marsh 1999), cet échantillonnage offrirait une
vue complète et plus exacte de la contamination microbienne de la sève et des conditions
qui l’influencent. Le profil obtenu de notre étude donne tout de même des indications
intéressantes sur la composition de cette communauté microbienne, nécessaires à la
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compréhension de phénomènes reliés à la récolte et à la qualité des produits acéricoles tels
que la formation du biofilm.
La communauté microbienne de la sève est composée comme on l’a vu, d’une grande
variété d’espèces mais aussi d’espèces prédominantes vraisemblablement issues d’un
certain état d’équilibre qui se manisfeste à l’intérieur du système de récolte. Certains micro
organismes plus oportunistes et mieux adaptés aux conditions de récolte vont avoir la
possibilité de persister à l’intérieur de cet écosystème et dominer les autres espèces. La
formation de biofilm fait partie des caractéristiques des micro-organismes qui vont
contribuer à la persistance de certaines espèces notamment dans des écosystèmes naturels.
Certaines indications telles que la faible performance des traitements d’assainissement et
des résultats de recherche préliminaires (King et Morselli, 1983, 1985) laissaient entrevoir
la possibilité qu’un biofilm se développe à l’intérieur de la tubulure servant à la collecte de
la sève. Les résultats de notre étude présentés au Chapitre II illustrent clairement la
formation du biofilm à la surface interne du sytème de récolte de la sève sur des
échantillons prélevés en érabLière. [I s’agit ici du premier cas rapporté scientifiquement de
la formation du biofilm en érablière, ajoutant ainsi un nouvel écosystème à la longue liste
des écosystèmes où la formation de biofilm a été rapportée. En plus de fournir une
appréciation visuelle de la formation du biofilrn, le chapitre II révèle également certaines
caractéristiques de composition de la communauté microbienne du biofiim en parallèle
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avec la communauté planctonique. Cette caractérisation a été effectuée à deux niveaux
soient par la culture des micro-organismes en laboratoire et par la technique PCR-DGGE
appliquée sur l’ADN nbosomal 16S de l’ensemble de la communauté microbienne des
échantillons. À la lumière des résultats présentés au Chapitre II, il apparaf t évident que les
bactéries du genre Pseudomonas colonisent de façon prédominante et sous la forme d’un
biofilm, la surface interne de la tubulure servant à la récolte de la sève. La présence de
plusieurs bandes sur les gels DGGE et en particulier de bandes difficilement identifiables,
témoigne tout de même de la diversité microbienne de cet écosystème. Il n’en reste pas
moins cependant que le genre Pseudomonas domine largement dans le système notamment
par ta présence de la bande b8 sur les gels DGGE (Chapitre [I, Figure 3), apportant ainsi un
certain niveau d’équilibre dans la communauté microbienne de la sève et du biofilm.
À partir de ces observations, une hypothèse peut donc être émise à l’effet qu’une certaine
flore microbienne typique de la sève d’érable existerait et que cette microflorc pourrait
contribuer positivement aux caractéristiques des produits acéricoles. Une telle hypothèse ne
pourrait être émise si une grande variabilité dans la communauté microbienne avait été
observée sans aucune stabilité dans sa composition. À ce titre, certaines recherches
effectuées dans le passé laissent entrevoir la possibilité que les micro-organismes de la sève
peuvent contribuer à l’intensification de la saveur caractéristique du sirop d’érable sans
pour autant augmenter les défauts de couleur et de goût (Naghski et aÏ. 1957, Willits et al.
1961). Dans ces études, Pseudornonas genicutata avait été identifié de façon prédominante
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dans des sèves avec lesquelles des sirops d’érable avaient été fabriqués et qui possèdaient
des caractéristiques sensorielles intéressantes et un goût typique d’érable intense. Ces
études cependant n’indiquent pas avec certitude les espèces microbiennes impliquées ni
comment ces caractéristiques désirables sont formées et quels composés sont en cause. À
partir de nos travaux, il pourrait être intéressant «étudier plus en profondeur le
métabolisme des micro-organismes de ta sève afin d’évaluer son influence sur la
composition et les propriétés sensorielles du sirop d’érable. Une telle étude assisterait
l’industrie acéricole dans son développement en favorisant l’émergence de produits à
valeur ajoutée associée à ta présence de micro-organismes d’intérêt. La roue des flaveurs de
l’érable pourrait à cet égard être utilisée dans la caractérisation sensorielle des produits. De
plus, une approche étudiant la fonctionnalité des gènes exprimés par les micro-organismes
de la sève au cours de la saison sans avoir recours à la culture des micro-organismes
pourrait être intéressante. Certaines techniques sont maintenant disponibles afin d’obtenir
un portrait des gènes exprimés d’une communauté microbienne et qui sunuontent le besoin
d’isoler des souches. Entre autres, la technique de l’affichage différentiel (di/jrentiaÏ
disptcty) qui utilise des amorces de nucléotides arbitraires pour initier la réaction de
transcription renversée (RT) à des sites arbitraires permet de caractériser les gènes exprimés
d’une communauté (Fislage et aÏ. 1997, Liang et aÏ. 1992). Cette technique ne se fonde pas
sur la connaissance antérieure des gènes visés car elle implique l’amplification de la
population de gènes exprimés (transcrits ARNm) à des sites au hasard par la transcription
renversée (RT) de l’ARN en cADN suivie par la PCR (RT-PCR). La technique de
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l’affichage différentiel a notamment été utilisée pour caractériser l’expression de gènes de
communautés microbiennes marines (Porctsky et aÏ. 2005) et du sol (Fleming et al. 199$).
L’utilisation de puces à ADN pouffait également assister dans le caractérisation des
différents gènes exprimés.
Ultirnernent, lorsque certaines espèces auront démontré des propriétés d’intérêt, ces
micro-organismes pourraient être retracés dans les systèmes de récolte par l’utilisation de la
technique FISK en utilisant des sondes spécifiques à ces espèces. Le ciblage de ces espèces
par la technique FISH pouffait alors permettre d’identifier et d’appliquer des conditions
d’exploitation favorisant la présence de ces micro-organismes d’intérêt dans les systèmes et
ainsi participer à l’enrichissement de la qualité et de la valeur commerciale des produits.
Le chapitre III démontre l’importance relative de la formation du biofilm par
Pseudomonas inarginaÏis PT32093 en système modèle sur la résistance à différents
produits biocides. Cette bactérie a été sélectionnée panrli plusieurs souches isolées du
système de récolte de la sève pour sa grande capacité à former un biofilrn (Annexe III) et
pour son importance dans la contamination microbienne de la sève. Il a notamment été
montré au chapitre III que l’efficacité de l’hypochlorite de sodium et l’acide peracétique
était moins influencée par la présence du biofilm que le peroxyde d’hydrogène et les
ammoniums quaternaires. Ceci donne des indications préliminaires sur les produits à
employer pour le maintien de la salubrité des systèmes de récolte de la sève. Cependant,
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étant donné la grande diversité de la communauté microbienne des systèmes ainsi que la
grande variabilité des conditions de récolte et des installations utilisées, une analyse plus
approfondie de l’assainissement et une validation en conditions de terrain devraient être
effectuées. Une telle validation devrait notamment évaluer l’influence dc la matière
organique susceptible de réduire l’efficacité entre autre de l’hypochlorite de sodium et
également confirmer l’efficacité du traitement sur les levures et moisissures. Les résultats
du chapitre III indiquaient également un écart appréciable entre la concentration
d’hypochlorite de sodium (< 135 ppm) nécessaire à l’élimination du biofiim en laboratoire
(MBEC) et la concentration d’utilisation recommendée sur le terrain (600 ppm).
L’utilisation d’une concentration inutilement trop importante en produit assainissant
augmente le potentiel de risque environnemental ainsi que le risque de la présence de
résidus dans le sirop. Une étude de terrain devrait alors être effectuée afin de voir la
possibilité de soit diminuer la concentration en hypochlorite de sodium recommandée ou
remplacer ce produit par un produit tout aussi efficace mais potentiellement moins à risque
pour l’environnement et la présence de résidus. Une telle étude favoriserait une plus grande
qualité des produits acéricoles mais aussi de bonnes pratiques de fabrication soucieuses de
1’ environnement.
CONCLUSION
La production acéricole joue un rôle important dans l’économie agricole du Québec.
L’accroissement du niveau de la production des dernières années doit maintenant être
assistée par le contrôle de la qualité et le développement de produits acéricolcs à valeur
ajoutée afin d’assurer la croissance de cette industrie. À ce titre, la contamination
microbienne de la sève constitue un des plus importants facteurs responsables de la
dégradation de la qualité et de ta valeur commerciale des produits acéricoles. Les travaux
présentés ont permis de documenter par des techniques modernes, la composition de la
communauté microbienne de la sève, la fonnation du biofilrn dans les systèmes de récolte
et Finfluence du biofilm sur les produits biocides potentiellement utilisables en
acériculture. La communauté microbienne de la sève a notamment été caractérisée par sa
grande diversité d’espèces mais aussi par la dominance des bactéries du genre
Pseudornonas qui sont majoritairement responsables de la formation du biofilm dans les
sytèmes de récolte de la sève et aussi de la résistance à la désinfection par différents
biocides. Ces connaissances acquises sont à la base du développement de nouvelles
pratiques visant l’optimisation de ta qualité et de la conformité des produits acéricoles. De
plus, ces connaissances ouvre la voie sur le développement de projets portant sur Fétude du
métabolisme microbien et de son impact positif potentiel sur la composition et les
propriétés physico-chimiques et sensorielles des produits acéricoles.
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Abstract
ATP bioluminescence was evaluated as a method for assessing the level of microbial
contamination in sap and predicting maple syrup characteristics. This approach provided
resuits that were strongly correlated with the standard plate count and took less tirne than
the modified resazurin technique. ATP bioÏurninescence measurernent of sap proved to be
reliable for predicting physicochemical and sensory characteristics as indicated by the
colour and flavour of maple syrup. Most of the syrups made from saps with higher ATP
biolurninescence values were darker in colour and presented off-flavours. Based on these
results, ATP bioluminescence could be used to improve sanitary practices associated with
collecting and storing maple sap.
Key words
Bioluminescence, contamination, maple, syrup, quality
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Introduction
Maple syrup is obtained by using heat to evaporate maple sap collected from maple trees
during the spring season. Research in this field has already demonstrated that the sanitary
quality of maple sap lias an effect on the physicochemical and sensory quality of maple
syrup (Edson 1912). Somc ofthese effects are undesirable and resuit in syrups that are dark
in colour (Morselli and Whalen 1991), present off-flavours or have a “ropy” texture (Fabian
and Buskirk 1935; Holgate 1950). The rnicroorganisrns in maple sap play a role in the
enzyrnatic hydrolysis of sucrose-producing reducing sugars (glucose and fructose), and
these sugars are responsible for the dark colour and the intense caramel flavour that arise
during evaporation and rnask the characteristic maple flavour of syrup (Naghski and Willits
1957). These effects tend to reduce the commercial value of maple syrup. To improve the
sanitary quality of maple sap, maple syrup producers seek to apply good sanitary practices
for collecting and storing sap. However, producers stili need tools to permit simple and
rapid estimation of the microbial quality of the maple sap collected in their operations and
to optimize their sanitation procedures. Evaporator plant operators are similarly interested
in being able to determine whether the sap is suitable for storage and processing into syrup
with acceptable characteristics.
A rnethod based on the resazurin reduction test lias already been proposed for the rapid
estimation of the sanitary quality of maple sap (Kissinger 1969; 1974; AOAC 1984). This
method lias been shown to give faster results than the standard plate count. However, it
takes too long to permit a decision within a short time period, and some of the results were
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of questionable validity and not very sensitive. Furtherrnore, the sequence of manipulations
involved in carrying out the rnethod are fairly complex.
In recent decades, the food industry has seen the development of a simple and rapid
method for estimating microbial load, which is based on measuring the adenosine
triphosphate (ATP) content of the contaminating microorganisrns by bioluminescence. This
method involves an enzymatic reaction between luciferase and ATP, which produces an
arnount of light proportional to the arnount of ATP, the latter being directly related to the
number of microbial cells. The ATP bioluminescence assay has been studied in foods such
as meat carcasses (Siragusa and Cutter 1995; Siragusa and others 1995; Bautista and others
1997), milk (Phillips and Griffiths 1985; Griffiths 1993; Sutherland and others 1994;
Branger and others 1995; Reybroeck and Schrarn 1995; Murphy and others 199$) and
beverages (Graumlich 1985; Littel and LaRocco 1985) and found to be simple, rapid and
sensitive. This method provides resuits in a matter of minutes rather than hours or days.
To our knowledge, no data have yet been published on ATP measurement ofrnaple sap and
prediction of maple syrup characteristics. Since physicochemical and sensory properties are
important in relation to the commercial value of maple syrup, ATP bioluminescence
measurement would appear to be a rapid and simple way to estimate the microbial
contamination of sap and predict maple syrup quality. Accordingly, the aim of the present
study was to verify the use of ATP bioluminescence for predicting the microbial quality of
maple sap and estimating the physicochemical and sensory attributes ofmaple syrup.
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Materials and methods
Maple sap and syrup samples
Samples of maple sap that had been concentrated by reverse osmosis (R.O.) and were
considered representative of thc sap processed into syrup were obtained from 17 maple
producers in six different regions of Quebec (Canada). The samples were collected before
entering into the evaporator at different tirnes of the season from the beginning to the end.
Since the sap samples had flot been concentrated by R.O. to exactly the same sugar content
(6 to 8°Brix), the results related to microbial counts, biolurninescence and invert sugar
percentage were standardized for a sap density of 2°Brix. The producers also provided
samples of syrup corresponding to the sap samples. The samples of sap and corresponding
syrup were frozen at the sugarhouse before being sent to the Iaboratory for analysis.
Plate counts
Samples of sap were diluted in peptone water and plated on plate count agar (Difco
laboratories, Detroit, MI USA.) to detennine the total aerobic counts (T.A.C.) and on
acidified potato dextrose agar (Difco) to deteniine the yeast and mould counts. The plates
were incubated for 10 days at 7°C for T.A.C. and for 5 days at 25°C for yeast and mould
counts. Microbial counts were expressed in colony forming units per millilitre (CfU/mL).
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ATP bioluminescence measurement
Bioluminescence of the sap samples was measured with a LUMTTM lurninator (Charm
Sciences Inc., Malden, MA USA) and with a PocketSwab’ Plus (Charm Sciences Inc.). For
the measurernents, the reaction tube was removed from the PocketSwab, the first membrane
was punctured and I 00!IL of sap were introduced into the first section of the tube. The tube
was reinserted on the PocketSwab and the swab was introduced into the first section of the
reaction tube and held for 20 seconds to penriit the extraction of ATP, afier which it was
pushed down to the bottom of the tube for the reaction between ATP and luciferase. Thcn,
the tube was irnmediately put into the lurninator to obtain the biolurninescence reading.
Bioluminescence emitted from the reaction was expressed in relative light units per
millilitre (RLU/rnL).
Physicochemical analysis
Samples of sap were analysed for density and invert sugar percentage (glucose and
fructose), while maple syrups were analysed for colour and acetic acid percentage. Density
of sap in °Brix was measured using an ABBE Mark II refractometer (Reichert Scientific
Instruments, Buffalo, NY USA). The percentage of invert sugar was determined by high
pressure liquid chromatography (HPLC) using a differential refractometer detector (Waters
410, Waters, Millipore Corporation, Milford, MA USA). An autosampler (Wisp 712,
Waters, Millipore Corporation, Milford, MA USA) was used to inject 10 tL of diluted
samples into the column (Waters Sugar-Pak-I, Waters, Millipore Corporation, Milford, MA
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USA), which was maintained at 90°C. Calcium di-sodium EDTA (Sigma, St-Louis, MO
USA) solution (0.05g/L) was used as the mobile phase at a flow rate of 0.5 mL/rnin.
Colour intensity was measured by reading the percentage of light transmittance of syrup
at 560 nm in a UV/VIS spectrophotometer (Perkin-Elmer Corporation, Norwalk, CT, USA)
using pure glycerol (Fisher, A.C.S. certified) as a tOO% transmittance reference. The
samples were centrifuged for 10 minutes at 9000 RPM (International Equipment Company,
Needham Hts, MA, USA) prior to transmittance reading. The transmittance value was then
used for colour grading in accordance with the provincial regulations on colour grading of
maple syrup (Gouvernement du Québec, 1998). The colour attributes for syrnp are as
follows: extra light, light, medium, amber and dark. The percentage of acetic acid in the
syrups was determined by HPLC with a programmable multiwavelength detector (Waters
490E, Waters, Millipore Corporation, Milford, MA, USA). An autosampler (Waters 717,
Waters, Millipore Corporation, Milford, MA, USA) was used to inject 10 jiL of diluted
samples into the column (ION 300, Interaction Chromatography, Inc., San Jose, CA. USA),
which was rnaintained at 30°C. Sulphuric acid (0.1 lg/L) was used as the mobile phase at a
flow rate of 0.3 mL/min.
Sensory analysïs
Samples of syrup were submitted to five trained taste panelists for organoleptic
evaluation. The tasters were trained to detect foreign flavours and characteristic maple
flavours in maple syrup. Each taster had to grade the intensity of both foreign and maple
flavours on a scale from 1 to 4, and averages were calculated from the scores of the five
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tasters. Organoleptic attributes were given to the syrup samples according to the assigned
scores, as follows: superior (score greater than 3.5), standard (score between 2.5 and 3.5),
slight off-flavour (score between 1.5 and 2.5), strong off-flavour (score lower than 1 .5).
Statistical analysis
General regression procedures (PROCREG) were computed (SAS/STAT, version 6.12,
SAS Institute Inc., Cary, NC. USA) on the ATP and T.A.C. measurernents. The regression
equation and the coefficient of deterrnination (r2) were calculated from the linear regression
between ATP and T.A.C.
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Resuits and discussion
ATP versus microbial counts
Results of the microbial enumeration of sap samples indicate that bacteria are
predominant in relation to yeasts and rnoulds. Table 1 shows the evolution during the
tapping season of the respective types of microbial contamination.
Table 1 — Average levels of total aerobic counts (T.A.C.) and yeast and mould
populations during the tapping season
Time ofseason T.A.C. Yeasts Moulds
(log CfU/mL) (log CfU/rnL) (log CfU/rnL)
Early 5.62 3.64 3.27
(n=35) (+ 1.19) (+ 1.07) (+0.75)
Middle 6.12 4.37 3.83
(n = 37) (+ 0.62) (+ 0.78) (+ 0.75)
Late 6.98 5.12 4.30
(n = 29) (+ 0.67) (+ 0.62) (+ 0.72)
Since maple sap is sterile in the xylem of maple trees (Morselli and Whalen 1991), it
follows that these rnicroorganisms must be introduced into the sap after tapping through
unsanitary tapping procedures and/or the contarninated surfaces of collection tubes, reverse
osmosis systems and storage tanks. This contamination depends on time and weather
conditions. This finding is in accordance with previous research, in which Pseudornonas
spp. were found to be predominant in maple sap (Sheneman and Costilow 195$). following
measurement of the ATP content of sap, a good conelation (p<O.0001) was found between
RLU/mL and CfU/mL values as shown in figure Ï in the range of normal sap
contamination, with a coefficient of determination (r2) of 0.728$. This resuit shows that
ATP measurement of sap is a reliable means of estimating sap contamination. This
estimation is comparable to other estimations obtained from other fluid samples such as
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raw milk (Phillips and Griffiths 1985; Reybroeck and Schram 1995) and orange juice
(Graumlich 1985). The ATP rnethod also offers the advantage ofgiving an estimate of total
contamination regardless of the type of microorganisrns present. This method was
perfornied rapidly (in minutes) and easily, unlike the modified resazurin method, and no
ATP of nonmicrobial origin was found in the sap afier aseptic filtration.
Figure 1 — Correlation between ATP content of sap obtained by
bioluminescence and total aerobic count
ATP versus syrup colour
The syrups obtained from the corresponding sap samptes were analysed for their colour
grade and grouped into different sap contamination classes after the bioluminescence
analysis (Figure 2). As shown in Figure 2, syrups of lighter colour grades were derived
primarily from saps with a low contamination level, whereas syrups of darker colour grades
corresponded rnainly to saps with a high contamination level. These results reflect the
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activity of microorganisms in the sap, which has the effect of impairing the colour grade of
syrup. This activity consists mainly in the hydrolysis of sucrose into glucose and fructose,
hexoses that are more Iikely to react and form dark pigments when heated (Naghski and
Willits 1957). Consequently, a high sap contamination level would cause hydrolysis of sap
sucrose and result in syrup of darker colour. figure 3 reports the invert sugar results for
saps grouped into different contamination classes. Here, the saps with low contamination
show zero or very low invert sugar concentrations, whereas saps with a high contamination
level contain higher concentrations. In situations of high sap contamination, the activity of
rnicroorganisms contributes to the production of invert sugar, which affects the resulting
maple syrup grade. However, a few sap samples grouped in the high sap contamination
classes showed zero or veiy low concentrations of invert sugar, resulting in syrups of extra
light or light colour. This can be explained in part by the fact that sap with a high
contamination level was collected and processed so rapidly that sucrose hydrolysis could
not take place. This type of situation is likely to occur rnid-season, when the weather is
favourable for both microbial growth and high sap flow and the storage period is not long.
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Figure 2 — Distribution of syrups according to colour grade into
different c’asses of sap contamination obtained by bioluminescence
ATP versus syrup flavour
Sap contamination also has an impact on the organoleptic characteristics of syrup, as
shown in Figure 4. In this figure, most of the syrups in the low sap contamination classes
were found to be superior or standard in taste in sensory evaluation, while most of the
syrups grouped in the higher sap contamination classes exhibited off-flavours. These resuits
show that sap rnicroorganisrns contribute to the degradation of syrup organoleptic
charactenstics to sorne extent. The off-flavour attributes of maple syrup comprised
characteristics such as intense caramel flavour or foreign flavour. Figure 5 also reveals the
effect of sap contamination on maple syrup flavour by showing the presence of acetic acid
in syrups made from sap with a higher Ïevel of microbial contamination. Acetic acid is flot
normally present in syrup made from sap with a lower level of microbial contamination,
5 O 50to55 55to6.O >60
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o
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and this can be seen in figure 5. The presence of acetic acid gives maple syrup an
undesirable taste, which contributes to the off-flavour attribute.
class
In general, microbial contamination of maple sap giving biolurninescence levels (log
RLU/rnL) lower than 5.5 will yield a syrup with acceptable colour and flavour
characteristics, whereas sap with levels higher than 5.5 will predominantly resuit in syrups
with lower colour and flavour grades. These resuits indicate that the commercial value of
maple syrup is highly dependent on the extent of microbial contamination of maple sap.
Hence, this factor deserves considerable attention.
z5 O 50to55 55to60 >60
C1as >f sap ccntammahon (Lag RLU/ml)
Figure 3 — Number of sap samples found for each sap contamination
according to the invert sugar content
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Figure 4 — Distribution of syrups according to organoleptic attributes into
different sap contamination classes obtained by bioluminescence
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Figure 5 — Distribution of syrups according to the absence or presence of
acetic acid into different sap contamination classes obtained by
bioluminescence
xxxii
Conclusions
In the present study, which involved thc application of ATP bioluminescence as a
rnethod of measuring maple sap microbial contamination, the values obtained were found
to correlate with total aerobic count. This method is easier and gives quicker resutts than
both the standard plate count method and the modified resazurin method. In view of this,
ATP bioluminescence represents a useful rnethod for improving sanitation procedures and
predicting maple syrup characteristies. According to our findings, ATP biolurninescence of
sap gave an adequate assessrnent of maple syrup colour and flavour, keeping in mmd that
other factors besides the microbial contamination level of sap can affect the characteristics
of maple syrup, one such factor being the control of the evaporation process. In most cases,
maple sap with ATP biolurninescence values greater than 5.5 log RLU/rnL resulted in
maple syrup with a lower grade colour and flavour. This situation has serious implications
for the commercial value of maple syrup and hence for the maple industry at large.
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Abstract
Mapie sap is the sweet exudate collected from maple trees during the spring season to
produce maple syrup. It is a rich medium composed mainiy of organic compounds and
minerais that can support the growth of rnany species of microorganisms. These
microorganisms are bacteria, yeasts and moulUs that can develop in the taphole of maple
trces as well as in the sap collection system in the form of a biofiim. The biofilm can bc
thought of as a reservoir of microorganisrns that will continuously inoculate the sap and
consequently rnodifi its chernical composition. Microbial growth in maple sap as been
known for a long tirne to be detrimental for maple syrup quality with regards to its colour,
texture and taste. The microbial cornmunity of maple sap and biofiim was recently studied
using molecular tools such as the amplified ribosomal DNA restriction analysis (ARDRA)
and scanning electron microscopy. These rnethods have permitted the observation of the
biofiim fonnation on the interior surface of tubing of the sap collection system and the
characterization of maple sap microbiota by the identification of rnany species of bacteria
in which, Pseudomonas species occupied an important place. A review of the results
obtained with these techniques wili therefore be presented here along with a comprehensive
discussion on the relevant impact ofthese findings.
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Introduction
In Canada, the maple syrup industiy occupies an important place (second in single
comrnodity exports), representing about 85 percent of the world’s maple syrup production
(2). There are more than 10,300 maple syrup producers in Canada exploiting over
33,680,000 taps, the rnajority in the province of Quebec, with the rernainder in Ontario,
New Brunswick and Nova Scotia. The success of this industry notably relies on the quality
of its mapie products. This quaiity is basically characterized by the colour, viscosity and
flavour of the maple syrup. Maple syrup with a light cotour, a low viscosity and a
cbaracteristic mapie flavour exempt of any off flavours, wiil be considered as a higb quality
syrup. The quaiity of mapie syrup is considered to be highly influenced by tbe microbiai
spoilage of mapie sap (24, 27, 28). Since mapie sap is a rich medium cornposed rnainly of
sugar (sucrose, glucose and fructose) and other organic compounds (organic acids,
nitrogenous and phenolic cornpounds) as well as minerais (calcium and potassium) (26), it
can support the growth of many species of rnicroorganisms. Today, modem systems to
coliect maple sap are used by the great majority of mapie producers. This bas intensively
increased the productivity of the sugaring operations and by the sarne way, provided mapte
syrup producers with new challenges. One of them is to controt the biofiim formation on
the interior surface of tubing used in maple sap collection systems. Thus, the
charactemization ofmaple sap microbial comrnunity and biofilm are important to understand
the causes of sap spoiiage and to improve the overali quality and commercial value of
xl
maple products. This paper will review the process of sap microbial contamination and the
resuits ofour latest studies on maple sap microflora and biofiim.
Process of maple sap collection
During the Iast 30 years, the Canadian maple syrup industry has introduced some of the
most innovative systems in maple technology to improve production efficiency. For
instance, maple sap collection tubing system using vacuum purnps are intensivcly used by
maple syrup producers. Instead of collecting sap in buckets, a modem system consists of a
tubing network to collect sap from every taphole of the sugarbush. This practice avoids the
necessity to walk from tree to tree to gather sap mns and is especially useful for larger
productions. Typically, maple sap collection systems are designed to allow maple sap to
flow through the spout inserted in a taphole and into a srnall diarneter tube (lateral line)
connected to a larger one (main une) to finally reach the sap tank (transitory storage)
norrnalÏy found in a pumping station located in the sugarbush (Fig 1). This is generally
accomplished with vacuum applied to the tubing system. from the first tank, maple sap is
then pumped into a second sap tank (final storage) located at the sugarhouse. Maple sap
will accumulate in this last sap tank before being partially concentrated by reverse osmosis
(8 tolO°Brix). Concentrated sap will then be transformed to maple syrup by heating in an
evaporator to reach the desired legal 66°Brix concentration (16). The maple syrup will then
be filtered on a filter press before being packed. The description of the process typically
used to collect sap in modem installations clearly illustrates the high amount of surfaces
xli
coming in contact with maple sap and the high risk of contamination of these surfaces by
microorganisms.
I
FIG. 1. Diagram of modem maple syrup production. Maple sap
flows from the tapholes into the tubing collection system followcd
by reverse osmosis concentration and maple syrup processing.
Sources of maple sap microbial contamination and impact on maple syrup quality
It was previously reported that the wood tissue of a healthy maple tree is sterile or
practically sterile before tapping (27). Therefore, microorganisrns found in maple sap at the
early stage of contamination have to come from an external source. The taphole constitutes
for microorganisms the first point of entry in maple sap. Microorganisms can notably be
introduced in maple sap during the tapping procedures. Microorganisms found in the
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surrounding environment of the taphole (taping instruments, air, bark, etc.) can contaminate
the taphole and grow in this rnicro-environment during the sap flow season. High leveis of
microbiai counts have already been rneasured in mapie sap directiy coming out of the
taphole (23, 27). Intense microbial contamination of the taphole has been associated in the
past to a decrease, at least in part, of the sap flow by blocking the wood vessels causing a
shortage of productivity (34). Microorganisms introduced in the taphoies wiil be
transported by the sap flow and have the chance to circulatc in the tubing system, adhere to
its inner surface and proliferate ail along the sap flow season. futhermore, microorganisms
may aiso find their way into the sap collection system through leaks sometimes appearing
at the junctions of the tubing network. 0f course, microorganisms already present on the
inner surface of the tubing network prior to sap flow season will participate to the overali
sap microbiai contamination. In addition to the tubing system, the surface of sap tanks may
also be the site ofmicrobial contamination, especially if the sap is sitting for long periods at
a moderate temperature (35). The reverse osmosis system wili also accumulate
microorganisrns at the surface of the materials composing this equipment if sanitary
maintenance is not properly done. A high level of sap microbial contamination may also
eventually affect the performance of reverse osmosis equipment and the overail process at
the saine time. Considering ail these aspects of the sap collection system, it is imperative to
take appropriate measures in the installation and maintenance of the system to avoid intense
microbiai contamination. It is therefore recommended to maintain a proper slope and
appropriate tubing size to avoid sap to remain in dead points of the system and to iimit the
amount of unnecessary surfaces availabie for microbial growth. furthermore, as a
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preventive practice to control microbial growth, it is also recommended that the collection
system be rinsed and/or disinfected followed by abundant rinsing with water as nceded (1,
17). These considerations are particularly important in order to avoid microbial spoilage of
maple sap which wiÏÏ affect the quality of maple syrup especially its colour, texture and
taste. Intense microbial growth will notably lead to the production of dark colour and high
viscosity syrup and will also affect maple syrup taste by rnasking its fine and characteristic
maple flavour (10, 24, 27, 29). Figure 2 shows how microorganisrns can grow in maple sap
during the sap flow season.
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FIG. 2. Microbial growth in maple sap during the sap ftow season (24). Microbial
populations increase with time. Bacteria are predominant in number compared to
yeasts and moulds.
As it is generally observed, bacterial counts in maple sap are higher than fungi counts
(yeasts and moulds). This is similar to what was also previously observed with traditional
methods to collect maple sap (35). Microorganisms ofmaple sap have the ability to degrade
xliv
the sucrose molecule, the main organic component of maple sap, into glucose and fructose
(invert sugar). The formation of invert sugar in maple sap will consequently produce syrup
with dark colour and strong caramel flavour through non enzyrnatic browning reactions
afler heat evaporation (2$). This will decrease the quality and commercial value of maple
syrup. It was recently demonstrated that the ATP-bioluminescence rnethod may be used to
monitor the microbial contamination of maple sap (24). This simple and rapid rnethod can
be used to identify highly contaminated sap that can reduce the quality of maple syrup.
Microbial contamination measured by ATP-bioluminescence correlated well with standard
plate count methods and was useful to predict, to a certain extent, the colour and flavour of
maple syrup.
Identification of maple sap microorganisms by Amplified ribosomal DNA restriction
analysis (ARURA) and large subunit (LSU) rRNA gene sequencing
Microorganisms of maple sap started to gain interest from scientists in the early 1 900’s.
In 1912, Edson studied the microbiology of maple sap with the isolation and
characterization of many species of bacteria, yeasts and moulUs, and by the demonstration
of their detrimental effect on the quality of maple syrup (9). Later, Sheneman and Costilow
(33) studied microorganism populations growing in maple tree tapholes. They observed that
over two-thirds of the bacterial isolates obtained were Gram-negative bacteria of the genera
Pseudomonas, Achromobacter and Flavobacterium. Trichosporon puttulans and
Rhodotorula gÏutinis were the yeast species most frequently encountered, while Candida,
Cîyptococctts and Tortttopsis were less commonly observed. for their part, Peniciltittm and
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Phoma were arnong the rnould genera rnost ftequently recognized. These interesting studies
on maple sap microflora were however conducted before modem sap collection systems
were introduced. Since this modemization, no comprehensive studies were carried out to
characterize the maple sap microflora. In parallel to the evolution of the sugarbush
operations, the microbiological identification methods have also considerably evolved over
the years. For instance, methods using the 165 rRNA gene to identify microorganisms are
now intensively used in phylogeny studies. The arnplificd ribosornal DNA restriction
analysis (ARDRA) is one of these molecular rnethods. It has notably been used to analyse
the bacterial community of many types ofenvironments such as food (4, 15, 32). An update
of the bacterial cornmunity composition was recently made (23). In our study. cultivable
bacterial isolates have been obtained from maple sap at different periods of the 2001 and
2002 sap flow seasons and have been analysed by the ARDRA rnethod described in Figure
3. Bacterial isolates showing the sarne restriction pattem afier ARDRA analysis were
regrouped and the I 6S rDNA gene of representative isolates for each group was sequenced.
Regrouping of isolates with the same restriction pattem minimizes the need of sequencing
since isolates found in a sarne group are highly similar. Sequence resuits of the partial 16S
rRNA gene for each group representatives were then compared to database sequences to
determine the similarity to previously published sequences. The resuits ofARDRA analysis
on maple sap isolates are summarized in Figure 4. From this study, it was found that the
maple sap microflora is composed of many species of bacteria grouped into 32 different
groups. Gram-negative bacteria were more ftequently encountered than Gram-positive
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bacteria, representing more than 70% of the total isolates. There were also a total of 22
different genera found, from which, the Pseudomonas genus was largely
FIG. 3. Diagram describing the Amplified
_____
Ribosomal DNA Restriction Analysis
(ARDRA) used for the characterization of the
bacterial community of maple sap.
predominant (total frequency %) followed by the Ratstonia genus. Stapkytococctts,
Ptantibacter and Bacittus were the most highly represented genera for Gram-positive
bacteria. These results are providing an interesting profile of the bacterial cornrnunity of the
maple sap. The resuits obtained in our study are in agreement with previous works using
traditional identification methods and does not differ greatly with the resuits of Sheneman
and Costilow (33) in the predominant genera observed. It became evident in our study that
the bacterial community of maple sap is composed of genera that have already been found
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in other natural environments such as forest sous, for which, members of the proteobacteria
occupy an important place (6). This suggests that most part of the microbial contamination
is introduced into maple sap from the surrounding environrnent of the tapholes and the sap
collection system.
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FIG. 4. Dendrogram using the UPGMA clustering procedure showing each ARDRA
group of maple sap bacterial isolates obtained after independent restriction digestion
of the amplified 16S rRNA gene with three different enzymes (RsaI, HaeIII, and AhtI).
Total frequency (%) of the group and the closest library strains with accession no.
after sequence similarity analysis are shown for each ARDRA group (23).
In addition to the study of maple sap bacterial community, identification of yeasts was
also performed on isolates from maple sap obtained during the 2001 and 2002 seasons. All
isolates were obtained on synthetic medium (potato dextrose agar acidified with tartaric
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acid) after five days of incubation at 25°C. Instead of cultural methods to identify yeasts,
molecular methods are becoming more and more frequently used (11, 22, 13, 37). The
identification method used in this case was based on sequence analysis of the large-subunit
rDNA D1/D2 dornain according to the protocol of Kurtzman and Robnett (22). Results are
presented in figure 5 in a dendrogram showing the reÏationship between yeasts isolates of
maple sap based on their sequence simiÏarity. According to Fig. 5, the majority (96%) of
yeasts obtained from maple sap belonged to the Basidiomycota phylum and were regrouped
under the Hemenornycetes (Heterobasidiomycetes) and Urediniornycetes classes (3). There
were 15 different genera encountcred, the rnost frequent were Ciyptococcus (49%),
Tricïiosporon (16%) and SporoboÏornyces (15%). Based on sirnilarity to GenBank
sequences, Ciyptococctts victoriae was found to be the rnost highly represented species
from the genus Ciyptococcus with 30 isolates. This result differs slightly from a previous
study (33) using traditional identification methods where the Ciyptococctts genus was less
frequently encountered. Nevertheless, many of the yeasts species found in maple sap have
already been known to cause food spoilage in nurnerous amounts of different food items
(13). The resuits obtained are also in agreement with previous studies on the occurrence of
yeasts in the forest soils and where similar genera were predominant (36). Again, this
suggests that the environment (soil) is the origin of predominant yeast contamination of
maple sap.
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FIG. 5. Dendrogram of yeast maple sap isolates derïved from UPGMA clustering
procedure of LSU domain Dh/D2 of rRNA gene. DNA extraction, PCR and
sequencing methods were based on Kurtzman and Robnett (22). Isolates are
designated by their strain no. and clusters are designated by organism names and
accession no. aftcr sequences comparison of isolates with sequences from GenBank
database.
Bioffim formation in maple sap collection systems
The fonnation of biofiim on hard surfaces is ubiquitous in nature. Many species of
bacteria and fungi have the ability to produce a biofiim under different conditions.
Pseudornonas spp. figures among the bacteria that have dernonstrated their ability to
produce a biofiim on biotic and abiotic surfaces with different specific impacts notably on
hurnan (8) and plant (31) diseases as well as on food hygiene (18, 21). The biofiim can be
defined as a consortium of microorganisrns adhering to a surface and embedded in an
extracellular polymeric substance (EPS) produced by the microorganisrns (7). The
formation of biofilm will eventually offer a protection against external stress (pH, drought,
temperature, etc.) to microorganisms contained in the structure. In recent years, it has been
recognized that biofiim formation is a highly regulated process in which, rnany genes are
involved (30). Biofiim fonnation is known to proceed through multiple steps (Fig. 6).
Briefly, planktonic celis attach to the surface first reversibly, then irreversibly, and start to
develop microcolonies (colonization). These microcolonies then proliferate and mature into
a biofiim with different shapes depending on environmental conditions and type of
microorganisms (38). Biofiim formation as been intensively studied over the last few
li
dccades and the impact on the food industry bas also been reviewed (5, 21, 25). for the
maple syrup industry, the biofiim forming on the inner surface of sap collection systems
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FIG. 6. Schematic representation of the steps involved in biofiim formation.
can be thought of as a reservoir of rnicroorganisms that will continuously inoculate the sap
and consequently modify its chemical composition. Before our study on the biofiim
formation, preliminary studies (19, 20, 14) and field experience suggested that the maple
sap collection systems were colonized by microorganisms. From our work, it was
demonstrated that rnicrorganisms not only adhered to but also produced mixed species
bioffims on the surface of the sap collection system. Examples of microbial adherence and
biofilm formation at the surface of the maple sap collection system are presented in figure
7, showing scanning electron micrographs of the surface taken at different periods of the
sap ftow season. At the beginning of the season (March
27th) the surface appears clean
with a few microbial celis observed sporadically. As the season progresses, the
n
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contamination starts to take place and the number of adhered ceils increases (April 8th1)•
Afler a longer period (April 13th), microbial contamination of the surface is well established
and the coverage ofthe surface by microbial ceils is significant. The structure ofthe biofiim
is visible and quite important at certain places on the surface. During the last part of the sap
flow season, biofiim fonriation is marked. It can be seen on Figure 7 (April 1$th) that the
structure of the biofiim is well developed and that microbial ceils are sheltered by a layer of
FIG. 7. SEM micrographs of maple sap collection system surfaces at
different time during the sap flow season. Surfaces bacterial populations
were respectively for panel 1 (Mardi 27th1) : 2.3 log cfu/cm2; panel 2 (April
8th) : 3.1 log cfu/cm2; panel 3 (April 13th1) : 5.8 10g cfu/cm2 and panel 4 (April
1$tII)
t 6.2 10g cfu/cm2. Bars correspond to 20 im.
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EPS. According to figure 7, most of the microbial celis observed on the surface of the sap
collection system correspond to rod shape bacterial celis. $orne fungi celis (yeasts) are
present but only sporadically (March 27th and April 18th)• Looking at figure 7, it’s easy to
imagine that the biofiim can offer a protecting structure to adhered microbial celis against
environrnental stresses as well as cleaning and disinfection treatments. It is therefore
important to adopt measures that will control the formation of biofiim in order to avoid
microbial spoilage of maple sap. future development of new materials and maintenance
procedures will from now on have to consider biofiim formation and how to control this
phenornenon.
Conclusions
food product quality is highly influenced by microbial contamination. Maple syrup
production is no exception to this fact. Microorganisrns introduced in maple sap from their
environment will contribute by their rnetabolism, to the decrease in quality of maple
products. Biofiim fonnation in modem maple sap collection systems will be associated to
this phenomenon by providing a persistent source of spoilage rnicroorganisms. This paper
has brought an overview of the current rnethods used by producers to collect maple sap and
has presented the latest results obtained on maple sap microbiota. Bacteria and yeasts
represented by a great variety of species rnost likely composing microbial community of
the sugarbush ecosystem, were outlined. The biofilrn concept was also presented with clear
evidence of biofilm formation on the inner surface of the sap collection system. These
liv
findings will undoubtedly be useful for further research to improve the overail quality and
commercial value of maple products.
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ANNEXE III
Évaluation en laboratoire à l’aide d’une méthode en micro-plaques de 96
puits, du potentiel de formation d’un biofiim d’une série de souches
bactériennes isolées du système de récolte de la sève d’érable
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Figure 1. — Résultats de criblage (n = 5) d’une série de souches bactériennes isolées du
système de récolte de la sève d’érable. Les souches ont été évaluées selon leur potentiel
de formation d’un biofiim en laboratoire dans la sève d’érable à l’aide de la méthode
de Pitts et al (2003). Cette méthode consiste à faire croître des biofilms pendant 24 h. à
température pièce au fond des puits d’une micro-plaque à 96 puits et à révéler la
présence du biofilm par une coloration au cristal violet. L’ïntensïté du biofilm formé
est alors mesurée au spectrophotomètre à 570 nm. Suite à ce criblage, la souche no. 93
correspondant à Psettdomonas inargbiatis PTB2093 a été sélectionnée puisqu’elle
permettait de produire un biofiim avec une intensité élevée. Cette souche a été utlisée
au chapitre III pour évaluer l’efficacité d’agents biocides.
Tableau Ï. — Liste descriptive des cultures présentées à la Figure I de l’annexe HI
No. culture Description No. culture Description
Peclobacter ciyoconitis MSB2 122 23 frigobacterium sp. MSB2 127
2 Peclobacter crvoconitis MSB2094 24 Arthrobacter rhombi MSB2040
3 Peciobacter sp. MSB3023 25 j’vficrococcus luteus MS33029
4 Chrvseohacteriuni sp. MSB3O2O 26 Microbacteriuni sp. MSB2098
5 flavobacterittm indoltheticttnz 27 Sangtubacter sttareii MSB2 114
MSB2O6O
6 Paenibctcilltts borealis MSB3005 28 Ceilulomonas/lctvigena MSB3037
7 RaÏstonia sp. MSB2OIO 29 Curtobacteriumflaccum/iiciens
MSB3004
8 Bctcillus ceretis MS32054 30 Brevibacterium casei MSB2033
9 Stciphvlococcus warneri MSB2O16 31 Rothia clentocariosa MSB3008
10 Stapïzylococcus epidermis MSB2005 32 Rhodococcus eiythropolis MSB3003
11 Staphylococcus sp.MSB2024 33 Pseudonîonctsflttorescens PTB2O16
12 Brenneria cdni MSB2 146 34 Pseuclonionas marginalis P1B2033
13 Pseudornonas graminis MSB2O$4 43 Chrvseobacteriuin scophthalrn uni
PTB2043
14 Pseuclornonctsfidgida MSB2 111 52 Pseitdomonasfluorescens PT32052
15
16
17
18
19
20
21
22
Pseudornonas syringue MSB2037
Pseudonionas sp. MSB2097
Pseudornonas sp. MSB2082
Pseudornonas sp. MS32046
Pseudomonas sp. MSB2 138
Uncultured y proteobacteria
MS33007
Pkmtibacterflavtis MSB2 139
Agreia sp. MS33012
‘xiii
63 StenotropÏiomonas maltophila PT32063
65 Pseudonîonasfluorescens PTB2065
68 PseucÏonzonas synxantha PTB2068
75 Pseuclornonas marginalis P132075
92 Enterobacter cimnigenus PT32092
93 Pseudom anas ni arginails PTB2093
Citrobacterfreunclii PTB2 102
Rhanella aquatilis PTB2 105
102
105
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